(12) DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION 

EN MATTE RE DE BREVETS (PCT) 



(19) Organisation Mondiale de la Propria 
Intellectuelle 

Bureau intemationaJ 

(43) Date de la publication Internationale 
16 mai 2002 (16.05.2002) 




PCT 



nilfllllllllllllUlllflD 



(10) Numero de publication international 

WO 02/38178 Al 



(51) Classification Internationale des brevets 7 : 

A61K 39/395, 38/17, 31/7088, G01N 
33/53, A61P 35/00 // C07K 14/47, 16/18 

(21) Numero de la demande Internationale : 

PCT/FR01/03475 

(22) Date de depot international : 

8 novembre2001 (08.11.2001) 



(25) Langue de depot : 

(26) Langue de publication : 



franfais 
francais 



(30) Don oees relatives a la priorite : 

00 14422 9 novembre 2000 (09. 1 1 .2000) FR 

(71) Deposants (pour tous les Etats designes sauf US) : IN- 
STITUT PASTEUR DE LILLE [FR/FR]; 1 rue du Pro- 
fesseur Calmette, F-59019 LILLE cedex (FR). BSSTITUT 
NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA RECHERCHE 
MEDIC ALE (INSERM) [FR/FR]; 101, rue de Tolbiac, 
F-75654 Paris Cedex (FR). 

(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/Deposants (pour US seulement) : LAS- 
SALLE, Philippe [FR/FR]; Residence Sevastopol, 
Appartement 14, 13 rue Colbrant, F-59000 LILLE (FR). 
BECHARD, David [FR/FR]; 30 rue des Martyrs, F-75009 
PARIS (FR). TONNEL, Andre-Bernard [FR/FR]; rue 
Gabriel Peri, F-59840 PREMESQUES (FR). 



(74) Mandataires : CATHERINE, Alain etc.; Cabinet 
HARLE et PHELIP, 7 rue de Madrid, F-75008 PARIS 
(FR). 

(81) Etats designes (national) : AE, AG, AL, AM, AT, AU, AZ, 
BA, BB, BG, BR, BY, BZ, CA, CH, CN, CO, CR, CU, CZ, 
DE, DK, DM, DZ, EC, EE, ES, H, GB, GD, GE, GH, GM, 
HR,HU, ID, EL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, KR, KZ, LC, LK, 
LR, LS, LT, LU, LV, MA, MD, MG, MK, MN, MW, MX, 
MZ, NO, NZ, OM, PH, PL, PT, RO, RU, SD, SE, SG, SI, 
SK, SL, TJ, TM, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VN, YU, 
ZA,ZW. 

(84) Etats designes (regional) : brevet ARIPO (GH, GM, KE, 
LS, MW, MZ, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZW), brevet eurasien 
(AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM), brevet europeen 
(AT, BE, CH, CY, DE, DK, ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, 
MC, NL, PT, SE, TR), brevet OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, 
CM, GA, GN, GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG). 

Publiee : 

— avec rapport de recherche Internationale 

— avant I 'expiration du delaiprevu pour la modification des 
revendications, sera republiee si des modifications sont 
recues 

En ce qui concerne les codes a deux lettres et autres abrevia- 
tions, se referer aux "Notes explicatives relatives aux codes et 
abreviations" figurant au debut de chaque numero ordinaire de 
la Gazette du PCT. 



(54) Title: USE OF A COMPOUND ANTAGONIST OF THE ESM-1 PROTEIN FOR PRODUCING A MEDICINE FOR TREAT- 
ING CANCER 

90 

C 54 ) r,tr e * UTILISATION D'UN COMPOSE ANTAGONISTE DE LA PROTEINE ESM-1 POUR LA FABRICATION D'UN 
00 MEDICAMENT POUR LE TRAITEMENT D'UN CANCER 

fS (57) Abstract: The invention concerns the use of a compound antagonist of the ESM-1 protein for making a medicine for treating 
® cancer 

O 

(57) Abreg£ : Utilisation d'un compose antagonists de la proteine ESM-1 pour la fabrication d'un medicament pour le traitement 
d'nn cancer. 



WO 02/38178 



1 



PCT/FR01/03475 



UTILISATION D'UN COMPOSE ANTAGONISTS DB LA PROTEINS ESM-1 POUR LA FABRICATION 
D'UN MEDICAMENT POUR LE TRAITEMENT D'UN CANCER 

5 

Domaine de [Invention 

La presente invention se rapporte au domaine de ia prevention 
10 et/ou du traitement des cancers. 

Etat de la technique 

En depit des enormes investissements economiques et 

15 humains, ie cancer reste Tune des causes majeures de deces. 

Le cancer est frequemment une maladie liee a des deficits dans 
le systeme de signalisation intracellulaire. Les cellules normales 
repondent a de nombreux signaux extracellulaires en proliferant, en se 
differenciant ou plus generalement en alterant leur activite metabolique. 

20 De tels signaux sent regus a la surface des cellules et converti? par un 
systeme de proteines de transduction du signal en un message reconnu 
par la cellule. Ce message est responsable de phenomenes de 
regulation cellulaire ulterieure. 

La metastase est la formation d'une colonie tumorale 

25 secondaire a un site distant de la tumeur initiale. II s'agit d'un processus 
multi-etapes pour lequel I'invasion tumorale est un evenement precoce. 
Les cellules tumorales s'echappent localement a travers des barrieres 
tissulaires, telles que la membrane basale de 1'epithelium, et atteignent le 
stroma interstitiel, a partir duquel elles accedent aux vaisseaux sanguins 

30 ou aux canaux lymphatiques avarit dissemination ulterieure. Apres avoir 
envahi la couche endothelial de la paroi vasculaire, les cellules 
tumorales circulantes sont entramees dans la circulation sanguine et 
sont stoppees dans les veinules precapillaires de I'organe cible par 
adherence aux surfaces du lumen de la cellule endothelial, ou sont 

35 exposees aux membranes basales. Les cellules tumorales sortent de la 
paroi vasculaire et entrent dans le parenchyme de I'organe. Enfin, la 
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cellule tumorale, apres extravasation, se multiplie dans un tissu different 
de celui dont elle est originaire. 

II est demontre qu'un certain nombre de cancers sont 
provoques par des defauts associes a des genes responsables de la 
5 transduction du signal. De tels genes sont appeles ehc6genes. Les 
oncogenes peuvent conduire a une surexpression d'une ou plusieurs 
proteines de transduction du signal induisant une proliferation cellulaire 
anormale. Les signaux defectifs peuvent etre lies a des mecanismes 
divers.. 

10 Certaines therapies anticancereuses visent a inhiber 

l'expression ou la biodisponibilite de proteines oncogenes responsables 
de la proliferation des cellules cancereuses, telles que les proteines de la 
famille des MAP kinases ou des produits de certains oncogenes telsque 
c-myc. 

15 La proteine ESM-1 est un polypeptide de 184 acides amines 

.. secretee par les cellules endotheliales et qui a ete decrite pour la 
premiere fois par LASSALLE et al. (1996). Les ARNs messagers codant 
pour la proteine ESM-1 sont principalement retrouves au niveau des 
cellules endotheliales et des tissus pulmonaires et renaux. L'expression 

20 du gene codant pour ESM-1 est regulee par des cytokines. Le TNF-a et 
L'IL-1p induisent une augmentation de l'expression du gene ESM-1 dans 
les ceHules endotheliales de la veine ombilicale humaine, alors que 
rinterferon^y diminue son expression. 

On a retrouve une grande quantite de proteine ESM-1 circulante 

25 chez des patients presentant un syndrome inflammatoire systemique, tel 
qu'un choc septique (BECHARD et al., (2000). 

Aujourd'hui, le traitement hospitalier du cancer a 
majoritairement recours a I'utilisation de radiations et/ou d'agents 
chimiotherapeutiques, tels que la vinblastine ou I'adriamycine. 

30 Cependant, les effets indesirables largement reconnus de tels 
traitements rendent ces strategies therapeutiques difficiles a supporter 
pour le patient. 

La presente invention a pour objet de fournir des composes 
anti-cancereux qui permettraient de surmonter les inconvenients des 
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methodes de traitement therapeutique du cancer de I'etat de la 
technique. 

SOMMAIRE DE L'INVENTION 

5 • ' ' . 

Un premier objet de I'invention consiste en I'utilisation d'un 
compose antagoniste de la proteine ESM-1 pour la fabrication d'un 
m6dicament pour le traitement d'un cancer. 

Selon un premier aspect, un compose antagoniste de I'invention 
10 est un anticorps se liant specifiquement a la proteine ESM-1 . 

Selon un second aspect, un compose antagoniste mis en 
oeuvre dans le cadre de I'invention est un peptide d'au moins 10 acides 
amines de la proteine ESM-1 modifiee et qui comprend I'enchaTnement 
d'acides amines Ala(134)-Ala(135). 
15 Selon un troisieme aspect, un compose antagoniste de la 

proteine ESM-1 consiste en un oligonucleotide antisens hybridant avec 
I'ADNc codant pour ESM-1 . 

Un autre objet de I'invention consiste en un compose 
antagoniste de la proteine ESM-1, choisi parmi les composes 
20 antagonistes definis ci-dessus. 

L'invention est egalement relative a une composition 
pharmaceutique destin§e au traitement du cancer comprenant un 
compose antagoniste de la proteine ESM-1 . 

Un autre objet de I'invention consiste en une m§thode de 
25 prevention d'un cancer comportant une etape au cours de laquelle on 
administre un compose antagoniste de la proteine ESM-1 . 

L'invention concerne aussi une m&hode de traitement 
therapeutique du cancer comportant une etape au cours de laquelle on 
administre a un patient un compose antagoniste de la proteine ESM-1 . 

30 

DESCRIPTION DETAILLEE DE L'INVENTION 

II a ete montre pour la premiere fois selon I'invention que la 
proteine ESM-1 est secretee chez I'homme sous la forme d'un 
35 proteoglycane du type chondroTtine/dermatane sulfate et que la proteine 
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ESM-1 secretee est capable de stimuler in vitro I'activite mitogene du 

facteur HGF/SF (pour « H6patocyte growth factor/scatter factor »). 

Le HGF/SF est un facteur important dans I'apparition des 

dysplasies multicystiques r&nales et dans I'apparition d'hyperproliferation 
5 des tubules renaux et a 6te Egalement assbcie au developpement de 

carcinornes du sein, des reins et du poumon mais aussi dans le 

d6veloppement de melanomes malins. 

II a egalement ete montre selon ['invention que des cellules 

§pitheliales renales humaines transferees exprimant la proteine ESM-1 
10 avaient un fort potentiel tumoral et provoquaient I'apparition d'un . 

carcinome renal in vivo chez la souris. II a egalement ete montre que des 

anticorps diriges contre la proteine ESM-1 etaient capables d'inhiber le 

dSyeloppement d'une tumeur renale in vivo et qu'un peptide antagoniste 

de la proteine ESM-1 poss6dait la meme activate anti-tumorale. 
15 De plus, il a ete montre selon invention une augmentation du 

taux serique de la proteine ESM-1 chez des patients ptesentant un 

carcinome broncho-pulmonaire. 

En consequence, un premier objet de Tinvention consiste en 

Tutilisation d'un compose antagoniste de la proteine ESM-1 pour la 
20 fabrication d'un medicament pour la prevention et/ou le traitement d'un 

cancer. 

DEFINITIONS GENERALES 

25 Les expressions « proteine ESM-1 » ou « polypeptide ESM-1 », 

au sens de ['invention, englobent un polypeptide de 184 acides amines 
reference comme la sequence SEQ ID N°1 du listage de sequences, 
ainsi qu'un polypeptide de 165 acides amines identique.au polypeptide 
de sequence SEQ ID N°1 dans lequel les 19 acides amines de 

30 I'extremite N-terminale correspondant aux peptides signal sont absents, 
ce polypeptide de 165 acides amines constituant la forme secr6tee du 
polypeptide de sequence SEQ ID N°1. Sont egalement englob6s dans la 
definition de « proteine ESM-1 » « polypeptide ESM-1 » un glycopeptide 
respectivement de 184 acides amines de sequence SEQ ID N°1 et un 

35 polypeptide de 165 acides amines correspondant d la sequence allant de 
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I'acide amine en position 20 a I'acide amine en position 184 de la 
sequence SEQ ID N°1 dont le residu serine en position 137 est modifie 
par O-glycosylation, les formes O-glycosylees de la proteine ESM-1 etant 
egalement designees « glycopeptides » dans la presente description. De 
5 preference, le glycopeptide ESM-1 pdssede le residu serine en position 
137 qui est O-glycosyle par un motif chondroTtine/dermatane sulfate. 

Par « compose antagoniste » de la proteine ESM-1 , on entend 
selon I'invention un compose capable de r6duire significativement la 
biodisponiblite de la proteine ESM-1 vis-a-vis de molecules cibles sur 
10 laquelle ou lesquelles la proteine ESM-1 se fixe naturellement. Un 
compose antagoniste de la proteine ESM-1 peut reduire la 
biodisponibilite de ces proteines en reduisant la probability de liaison de 
. la prot§ine ESM-1 aux molecules cibles de I'organisme sur lesquelles elle 
se fixe naturellement. Un compose antagoniste selon ('invention peut 
15 reduire la biodisponibilite de la proteine ESM-1 en inhibant ou bloquant la 
. transcription du gene codant pour ESM-1, en inhibant ou bloquant la 
traduction de TARN messager correspondent, en alterant la maturation 
intracellular de la proteine ESM-1, par exemple en affectant le 
processus enzymatique coriduisant a sa glycosylation, ou encore en 
20 inhibant ou en bloquant la secretion de la proteine ESM-1 mature. 

Un premier objet de I'invention consiste en I'utilisation d'un 
compose antagoniste de la proteine ESM-1 pour la fabrication d'un 

medicament pour le traitement d'un cancer. 

Un compose antagoniste de la proteine ESM-1 peut etre de 
25 toute nature, polypeptide, saccharidique, ou encore tout compose 
organique ou minerale permettant de r6duire la biodisponibilite de la 
proteine ESM-1 vis-a-vis des molecules cibles sur laquelle cette proteine 
sefixe; 

30 COMPOSES ANTAGONISTES DE LA PROTEINE ESM-1 DU TYPE 
ANTICORPS 

Une premiere famille de composes antagonistes de ESM-1 
preferee selon I'invention est constituee par des anticorps se liant 
35 specifiquement a la proteine ESM-1 . 
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II est montre selon I'invention que des anticorps diriges 
sp§cifiquement cx>ntre la proteine ESM-1 sont capables d'inhiber ou de 
bloquer le pouvoir tumorigene de cette proteine. Des anticorps anti-ESM- 
1 constituent done des composes antagonistes d'une grande valeur 
5 th£rapeutique. 

Par « anticorps » au sens de Pinvention, on entend notamment 
des anticorps polycionaux ou monoclonaux ou des fragments (par 
exemple les fragments Fab ou F(ab) , 2 ou encore tout polypeptide 
comprenant un domaine de I'anticorps initial reconnaissant la proteine 
10 ESM-1. 

Des anticorps monoclonaux peuvent etre prepares a partir 
d'hybridome selon la technique decrite par KOHLER et MIELSTEIN 
(1975). 

II peut s'agir aussi des anticorps diriges contra ESM-1 ou un 

15 fragment de cette proteine produits par la technique du trioma ou encore 
la technique d'hybridome decrite par KOZBOR et al. (1 983). 

II peut s'agir §galement de fragments d'anticorps simple chaine 
Fv (ScFv) tels que ceux decrits dans le brevet US N 0 4,9476,778 ou 
encore par MARTI NEAU et al. (1998). 

20 Des anticorps anti-ESM-1 selon I'invention comprennent 

egalement des fragments d'anticorps obtenus a I'aide de banques de 
phages telles que decrites par RIDDER et al. (1995) ou encore des 
anticorps humanises tels que decrits par REINMANN et al. (1997) ou 
encore par LEGER OJ, et al., 1997. 

25 II peut s'agir egalement des anticorps anti-ESM-1 produits selon 

les techniques decrites par BECHARD et al. (2000). Les anticorps decrits 
par BECHARD et al. (2000) sont des anticorps monoclonaux secretes 
par des lignees d'hybridome preparees a partir de cellules spleniques de 
souris prealablement immunises contre le fragment C-terminal de poids 

30 moleculaire de 14 kD de ESM-1 qui a ete produit dans Escherichia coli, 
e'est-a-dire un fragment non glycosyle de la proteine ESM-1. Par 
cartographie d'epitopes, BECHARD et al. (2000) ont pu classer les 
anticorps monoclonaux produits par les differentes lignees d'hybridome 
selon la region de la proteine ESM-1 reconnue par ceux-ci. 
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Une premiere famille d'anticorps preferee selon I'invention qui 
constitue des composes antagonistes de la proteine ESM-1 sont les 
anticorps monoclonaux reconnaissant specifiquement la region allant du 
residu proline en position 79 jusqu'au residu cysteine en position 99 de la 

5 sequence SEQ ID N 0 1, oette region representant le determinant 
antigenique D1. II s'agit de preference des anticorps monoclonaux 
produits par la lignee d'hybridome deposee le 19 Novembre 1997 aupres 
de la Collection Nationale de Cultures de Micro-organismes de I'lnstitut 
Pasteur (CNCM) sous le n° d'acces N°l-1944, encore appele anticorps 

10 MEP21. 

D'autres anticorps monoclonaux preferes sont eux se liant 
specifiquement a la partie de la proteine ESM-1 comprise entre le residu 
glycine en position 159 et le r6sidu arginine en position 184 de la 
sequence SEQ ID N 6 1 qui est la region constituant le determinant 
15 antigenique D3. Des anticorps monoclonaux preferes specifiques du 
determinant antigenique D3 peuvent etre obtenus a partir de la lignee • 
d'hybridome 1-1943 (MEP19), deposee le 19 Novembre 1997 aupres de 
la Collection Nationale de Cultures des Micro-organismes de I'lnstitut 
Pasteur (CNCM). 

20 D'autres anticorps monoclonaux preferes selon I'invention sont 

les anticorps monoclonaux se liant specifiquement avec la region 
comprise entre le residu serine en position 119 et le residu valine en 
position 139 de la proteine ESM-1 de sequence SEQ ID N°1 , cette region 
etant definie comme le determinant antigenique D2 de la proteine ESM- 

25 1. Les anticorps monoclonaux pr6fen§s se liant specifiquement au 
determinant antigenique D2 de ESM-1 peuvent etre obtenus a partir de 
la lignee d'hybridome MEP08 deposee le 19 Novembre 1997 aupres de 
la Collection Nationale de Cultures de Micro-organismes de I'lnstitut 
Pasteur (CNCM) sous le n° d'acces N° 1-1941 . 

30 D'autres anticorps monoclonaux d'interet constituant des 

composes antagonistes de la proteine ESM-1, au sens de I'invention, 
sont les anticorps monoclonaux diriges specifiquement contre la partie N- 
terminale de la proteine ESM-1. Les anticorps monoclonaux preferes 
diriges contre la partie N-terminale de la proteine ESM-1 peuvent etre 

35 obtenus a partir de la lignee d'hybridome MEC15 deposee a la Collection 
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Nationale de Cultures des Micro-organismes de I'lNSTITUT PASTEUR 
(CNCM) le 1 7 Octobre 2000 sous le numero d'acces I-2572. 

Selon un aspect tout a fait prefere, les anticorps anti-ESM1 
possedant les mejlleures activites antagonistes vis-a-vis de ESM-1 sont 

5 choisis parmi les anticorps reconnaissant specifiquement des epitopes 
localises dans la region encadrant le residu phenylalanine en position 
115. II s'agit notamment des anticorps se liant specifiquement avec la 
region comprise entre le residu serine en position 119 et le residu valine 
en position 139 de la proteine ESM-1 de sequence SEQ ID N°1, tel que 

10 I'anticorps monoclonal MEP08 decrit ci-dessus. 

II a ete montre selon I'invention que I'anticorps monoclonal 
MEP08 etait capable d'inhiber I'activite pro-tumorale de la proteine ESM- 
1 sur la formation de tumeurs provoquees par la proliferation de cellules 
humaines d'origine renale chez la souris. . ... 

15 

POLYPEPTIDES ANTAGONISTES DE LA PROTEINE ESM-1 

II a ete montre selon I'invention que la region recouvrant le 
determinant antigenique D2 de la proteine ESM-1 etait importance pour 

20 I'activite pro-tumorale de la proteine ESM-1 . 

En particulier, le demandeur a synthetise un polypeptide derive 
de la proteine ESM-1 dans lequel les residus phenylalanine en positions 
134 et 135 de la sequence SEQ ID N°1, c'est-a-dire les residus en 
positions 115 et 116 de la proteine ESM-1 secretee, ont ete remplaces 

25 par deux residus alanine. Le demandeur a montre que ce polypeptide 
modifie etait incapable d'induire des tumeurs chez la souris. Un tel 
polypeptide modifie peut done entrer en competition avec la proteine 
ESM-1 produite a haut niveau Chez des patients cancereux pour son 
action potentialisatrice avec des facteurs de croissance comme le 

30 HGF/SF ou encore les facteurs de croissance FGF-2 et FGF-7. 

Les composes antagonistes de la proteine ESM-1 englobent 
des polypeptides ayant une longueur d'au moins 10 acides amines 
consecutifs de la sequence SEQ ID N°1, qui comprennent une sequence 
d'acides amines allant de I'acide amine en position 119 jusqu'a I'acide 

35 amine en position 139 de la sequence SEQ ID N°1, un tel polypeptide 
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antagoniste de ESM-1 comprenant au moins une substitution d'un acide 
amine, par rapport a la sequence correspondante de la proteine ESM-1. 

De preference, un polypeptide antagoniste de la proteine ESM- 
1 tel que defini ci-dessus possede au plus 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 

5 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 30, 35, 40, 45 ou 50 acides amines 
consecutifs de la sequence SEQ ID N°1 et au moins une substitution 
d'acides amines, par rapport a la sequence SEQ ID n°1 . 

Un polypeptide antagoniste de la proteine ESM-1, tel que defini 
ci-dessus, comprend au plus 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10 substitutions 

10 d'un acide amine, par rapport a la sequence SEQ ID N°1, le nombre de 
substitutions d'acides amines etant adapte en fonction de la longueur du 
polypeptide, etant entendu que le nombre de substitutions d'acides 
amines par rapport a la sequence SEQ ID N°1 dans un polypeptide 
antagoniste selon I'invention est d'au plus 25% des acides amines 

is compris dans la sequence de ce polypeptide antagoniste, de preference 
au plus 20%, 15% et de maniere preferee d'au plus 10% du nombre des 
acides amines compris dans la sequence du polypeptide antagoniste de 
ESM-1. 

De maniere preferee, une substitution d'acides amines, par 
20 rapport a la sequence SEQ ID N°1, dans un polypeptide antagoniste 
selon I'invention est une substitution dite « non conservative ». Par 
substitution « non conservative », on entend la substitution d'un residu 
d'acide amin& par un acide amine d'une classe distincte. 

Les acides amines sont classiquement ranges selon les classes 
25 suivantes: 

- acides amines non polaires (hydrophobes): alanine, leucine, 
isoleucine, valine, proline, phenylalanine, tryptophane et methionine; 

- acides amirt§s contenant des cycles aromatiques: 
phenylalanine, tryptophane et tyrosine; 

30 - acides amines neutres polaires: glycine, serine, threonine, 

cysteine, tyrosine, asparagine et glutamine; 

- acides amines charges positivement (basiques) : arginine, 
lysine et histidine); 

- acides amines charges negativement (acides): acide 
35 aspartique et acide glutamique. 
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Un type de substitution d'acides amines prefere pour la 
preparation d'un polypeptide antagoniste de la proteine ESM-1 selon 
invention est la substitution d'un acide amine contenant un cycle 
aromatique par un acide amin§ ne contenant pas de cycle aromatique. 

5 De maniere tout a fait preferee, un polypeptide antagoniste de 

la proteine ESM-1 selon invention comprend une substitution des 
residus phenylalanines en positions 134 et 135 de la SEQ ID N°1 par 
deux residus d'acides amines, identiques ou differents, ne contenant pas 
de cycle aromatique . 

10 Un tel polypeptide antagoniste de la proteine ESM-1 prefere est 

un polypeptide d'au moins 10 acides amines consecutifs de la sequence 
SEQ ID N°1, telle que definie ci-dessus, dans lequel les residus 
phenylalanine en positions 134 et 135 ont ete remplaces. par deux 
residus alanine. 

is Selon un premier aspect, un polypeptide antagoniste de la 

proteine ESM-1. selon J'invention peut etre prepare par les techniques 
classiques de synthese chimique, indifferemment en solution homogene 
ou en phase solide. 

A titre illustratif, un polypeptide antagoniste de la proteine ESM- 

20 1 peut etre prepare par la technique en solution homogene decrite par 
HOUBEN WEIL (1974) ou encore la technique de synthese en phase 
solide decrite par MERRIFIELD (1965a; 1965b) et MERRI FIELD 1965b. 

Un polypeptide antagoniste de la proteine ESM-1 selon 
I'invention peut etre aussi prepare par recombinaison genetique. 

25 Pour produire un polypeptide antagoniste de la proteine ESM-1 

tel que defini ci-dessus, on peut mettre en oeuvre un procede 
comprenant les Stapes de: 

a) insurer un acide nucleique codant pour le polypeptide 
antagoniste de la proteine ESM-1 dans un vecteur d'expression 

30 approprie; 

b) cultiver, dans un milieu de culture approprie, une cellule hote 
prealablement transformee ou transferee avec le vecteur d'expression 
recombinante de I'etape a); 

c) recuperer le milieu de culture conditionne ou lyser la cellule 
35 hote, par exemple par sonication ou par choc osmotique; 
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d) separer et purifier a partir dudit milieu de culture ou encore a 
partir des lysats cellulaires obtenus a I'etape c), ledit polypeptide 
antagoniste; 

e) le cas echeant, caracteriser le polypeptide antagoniste 
5 recombinant ainsi produit. 

Les polypeptides antagonistes selon invention peuvent etre 
caracterises par fixation sur une colonne de chromatographie 
d'immunoaffinite sur laquelle les anticorps diriges contre ce polypeptide 
ou contre un fragment de ce dernier ont ete prealablement immobilises. 
io Selon un autre aspect, un polypeptide antagoniste de ESM-1 

peut-etre purifie par passage sur une serie appropriee de colonnes de 
chromatographie, selon les methodes connues de I'homme de I'art est 
decrit par exemple dans AUSUBEL F. et al. (1 989). 

15 COMPOSES ANTAGONISTES DE LA PROTEINE ESM-1 DU TYPE 
OLIGONUCLEOTIDE ANTISENS. 

Une autre farnille preferee de composes antagonistes de la 
proteine ESM-1 visant a reduire la biodisponibilite de la proteine ESM-1 
20 secretee chez des patients a risque ou chez des patients ayant deja 
developpe des tumeurs sont des composes capables d'inhiber ou de 
bloquer I'expression du gene codant pour ESM-1 chez I'homme. 

De tels composes antagonistes de la proteine ESM-1 peuvent 
. etre des polynucleotides antisens. 
25 . Les composes antagonistes de la proteine ESM-1 selon 

I'invention englobent ainsi un polynucleotide antisens capable de 
s'hybrider specifiquement a une region determinee du gene codant pour 
la proteine ESM-1 et capable d'inhiber ou de bloquer sa transcription 
et/ou sa traduction. 

30 La sequence du gene humain ESM-1 est referencee sous le 

numero d'acces AJ401 1091 et AJ401 1092 dans la base de donnees 
Genbank. 

De preference, un polynucleotide antisens selon I'invention 
comprend une sequence complementaire d'une sequence localisee dans 
35 la region de I'extremite 5' de I'ADN du gene ESM-1 , et de maniere tout a 
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fait pr6fer6e la proximite du codon d'initiation de la traduction (ATG) du 
gene ESM-1. 

Selon un second mode de realisation pr6ferentiel, un 
polynucleotide antisens selon I'invention comprend une sequence 

5 complementaire k Tune des s6quences localisees au niveau des 
jonctions exon/intron du gene ESM-1 et de mantere preferee.des 
sequences correspondant a un site d'epissage. 

Un polynucleotide antisens prefere selon flnvention comprend 
au moins 15 nucleotides consecutifs de I'ADNc codant pour ESM-1 ayant 

10 la sequence nucleotidique SEQ ID N°2. 

. . Aux fins de la presente invention, un premier polynucleotide est 
considere comme §tant « complementaire » d'un second polynucleotide 
lorsque chaque base du premier nucleotide est appariee a la base 
complementaire du second polynucleotide dont I'orientation est invers6e. 

is Les bases complementaires sont A et T (ou A et U), et C et G. 

De mantere generate, un polynucleotide antisens seldn. 
I'invention possede au moins 20, 25, 30, 35, 40, 50, 75, 100, 150, 200, 
300, 400, 500, 1000 ou 2000 nucleotides consecutifs de I'ADNc de ESM- 
1 de sequence SEQ ID N°2. 

20 A titre illustratif, un polynucleotide antisens prefere selon 

Tinvention consiste en un acide nucleique de sequence complementaire 
a Tacide nucleique de I'ADNc de ESM-1 de sequence SEQ ID N°2. 

Un polynucleotide antisens constituant un compose antagoniste 
de la proteine ESM-1 selon Tinvention peut etre prepare par toute 

25 methode adaptee bien connue de Thomme du metier, y compris par 
clonage et action d'enzyme de restriction ou encore par synthese 
chimique directe selon des techniques telles que la methode au 
phosphodiester de NARANG et al. (1979) ou de BROWN et al. (1979), la 
methode au dtethylphosphoramidites de BEAUCAGE et al. (1980) ou 

30 . encore la technique sur support solide d6crite dans le brevet europeen 
n°EP-0 707 592. 

De maniere generate, les polynucleotides antisens doivent avoir 
une longueur et une temperature de fusion suffisante pour permettre la 
formation d'un hybride duplex intracellular ayant une stabilite suffisante 

35 pour inhiber Texpression de TARNm de ESM-1. Des strategies pour 
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construire les polynucleotides antisens sont notamment decrites par 
GREEN et al. (1 986) et IZANT et WEINTRAUB (1 984). 

Des methodes de constaiction de polynucleotides antisens sont 
egalement decrites par ROSSI et al (1991) ainsi que dans les demandes 

5 PCT N°WO 947/23.026, WO 95/04141, WO 92/L1 8.522 et dans la 
demande de brevet europeen n°EP 0 572 287. 

D'autres methodes de mise en oeuvre de polynucleotides 
antisens sont par exemple celles decrites par SCZAKIEL et al. (1995) ou 
encore celles d6crites dans la demande PCT N°WO 95/24.223. 

io L'homme du metier peut avantageusement se referer aux 

methodes de production et d'utilisation de polynucleotides antisens 
inhibant ou bloquant Pexpression de genes associ6s au developpement 
de cancers, telles que. les techniques decrites dans le brevet US 
N°5,582,986 qui divulgue des oligonucleotides antisens pour Inhibition . 

15 du gene ras, la technique decrite par HOLT et al. (1988) qui d£crit des 
oligonucleotides antisens s'hybridant specifiquement avec les ARNs 
messagers I'oncogene c-myb ou encore la technique decrite par 
WICKSTRON et al. (1988) qui decrit des oligonucleotides antisens 
hybridant specifiquement avec TARN messager du g§ne c-myc. 

20 D'autres techniques d'utilisation de polynucleotides antisens 

utilisables par Thomme du metier sont celles de SALE et al. (1995) ainsi 
que celle de GAO et al. (1996). 

PROCEDE DE SELECTION D'UN COMPOSE ANTAGONISTE DE LA 
25 PROTEINE ESM-1 

Un compose antagoniste de la proteine ESM-1 selon I'invention 
peut etre selectionne par Thomme du metier pour sa capacite ^ inhiber le 
developpement d'une tumeur induite par la proteine ESM-1 in vivo. 
30 Selon un premier aspect, un precede de selection d'un 

compose antagoniste de la proteine ESM-1 comprend les etapes 
suivantes: 

a) injecter & un animal des cellules capables de former des 
tumeurs en presence de la proteine ESM-1, lesdites cellules 6tant 
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transferees ou transformees par un acide nucleique capable d'exprimer 
la proteine ESM-1 in vivo; 

b) administrer a cet animal un compose candidat antagoniste de 
la proteine ESM-1; 

5 . c) Comparer la formation de tumeurs chez un premier animal tel 

qu'obtenu a la fin de I'etape b) et chez un second animal tel qu'obtenu a 

la fin de I'etape a); et 

d) selectionner le compose candidat capable d'inhiber ou de 

bloquer la formation de tumeurs chez le premier animal. 
10 De preference, I'animal mis en oeuvre dans le procede de 

selection ci-dessus est un mammifere non humain, avantageusement un 

rongeur, et de maniere tout a fait preferee un rat, un cobaye, un cochon 

d'lnde ou une souris. 

Dans un mode de realisation particulier du procede, celui-ci 
is comprend une etape e) consistant a sacrifier le premier et le second 

animal. 

Avantageusement, la lignee cellujaire capable de former des 
tumeurs chez I'animal en presence de la proteine ESM-1 est la lignee 
HEK 293 (ATCC N°CRL 1573). 

20 Selon un autre aspect, un compose antagoniste de la proteine 

ESM-1 selon I'invention peut etre selectionne selon un procede 
permettant de mettre en evidence la fixation d'un compose candidat sur 
la proteine ESM-1. Un tel procede de selection d'un compose candidat 
antagoniste de la proteine ESM-1 comprend les etapes suivantes: 

25 a) fournir un polypeptide consistant en la proteine ESM-1 ou un 

fragment peptidique de cette proteine; 

b) mettre en contact ledit polypeptide avec le compose candidat 

a tester; 

c) detecter les complexes formes entre ledit polypeptide et le 
30 compose candidat; 

d) selectionner les composes candidats se fixant sur le 
polypeptide cOnstitue de la proteine ESM-1 ou d'un fragment de cette 
proteine. 

Par « fragment* de la proteine ESM-1, on entend un 
35 polypeptide comprenant au moins 20, de preference au moins 30, 35, 40, 
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50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 110, 120, 130, 140 ou 150 
acides amines consecutifs du polypeptide ESM-1 de sequence SEQ ID 
N°1 et comprenant la sequence allant du residu proline en position 133 
jusqu'au residu valine en position 1 38 de la SEQ ID N°1 . 

5 . L'invention est egalement relative a une trousse ou kit pour la 

selection d'un compose candidat antagoniste de la proteine ESM-1 , cette 
trousse ou kit comprenant: 

a) une preparation purifiee d'un polypeptide constitue de la 
proteine ESM-1 ou d'un fragment de cette proteine; 

io b) le cas echeant, des moyens de detection d'un complexe 

forme entre le polypeptide et le compose candidat a tester. 

Le procede de detection d'un complexe forme entre le 
polypeptide derive de la proteine ESM-1 et le compose candidat peut- 
etre realise par diverses techniques, telles que par microdialyse couplee 

15 a une methode HPLC comme decrit par WANG et al. (1997) ou 
I'electrophorese capillaire d'affinite comme decrit par BOUSH et al. 
(1997). 

Un compose candidat peut etre de toute nature, et notamment 
le produit final d'un procede de chimie combinatoire. 

20 

A. COMPOSES CANDIDATS OBTENUS A PARTIR DE BANQUES DE 
PEPTIDES 

Un compose candidat antagoniste de la proteine ESM-1 peut 
25 etre selectionne selon le procede ci-dessus en tant que produit 
d'expression d'un insert d'ADN contenu dans un vecteur de phage selon 
la technique decrite par PARMLEY & SMITH (1988). Dans ce type de 
banques peptidiques, les inserts d'ADN cedent pour des peptides de 8 a 
20 acides amines de longueur, comme cela est decrit par OLDENBURG 
30 KR et al. (1992), VALADON P et al. (1996), LUCAS AH (1994), 
WESTERINK(1995), FELICI etal. (1991). 

Selon ce mode de realisation particulier, les phages 
recombinants exprimant une proteine capable de se fixer sur le 
polypeptide constitue de la proteine ESM-1 ou un fragment de celle-ci est 
35 retenu et le complexe forme entre la proteine ESM-1 ou un fragment de 
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celle-ci et le phage recombinant peut etre ulterieurement 
immunoprecipite par un anticorps monoclonal ou polyclonal anti-ESM-1 . 

B. COMPOSE CANDIDAT OBTENU PAR DES EXPERIENCES DE 
5 COMPETITION 

Les composes candidats antagonistes de la proteine ESM-1 
peuvent etre egalement selectionnes en ce qu'lls se fixent sur la proteine 
ESM-1, ou sur un fragment polypeptidique de celle-ci, en competition 

10 avec un compose antagoniste de la proteine ESM-1 selectionne 
anterieurement tels que I'un des anticorps anti-ESM-1 decrits ci-dessus, 
et tout particulierement I'anticorps monoclonal secrete par la lignee 
. d'hybridome MEP08 deposee le 19 Novembre 1997 aupres de la CNCM 
sous le n° d'acces 1-1941. 

15 De telles experiences de competition sont par exemple decrites 

dans I'article de BECHARD et al. (2000). 

C. COMPOSES CANDIDATS ANTAGONISTES DE LA PROTEINE 
ESM-1 SELECTIONNES PAR CHROMATOGRAPHY D'AFFINITE. 

20 

Des protelnes ou d'autres molecules de toute nature capables 
de se fixer sur la proteine ESM-1, ou un fragment polypeptidique de cette 
proteine, peuvent etre selectionnees en utilisant des colonnes d'affinite 
sur lesquelles ont ete immobilisees la proteine ESM-1 ou un fragment de 

25 cette demiere, par exemple en utilisant des techniques . classiques, 
incluant un couplage chimique de la proteine ESM-1 ou d'un fragment de 
cette demiere a la matrice d'une colonne telle que de i'agarose, ou de 
I'AffiGel®. Une solution contenant le compose candidat a tester est mis 
en contact avec le support chromatographique sur lequel est immobilisee 

30 la proteine ESM-1 ou un fragment peptidique de celle-ci. Les composes 
retenus sur la colonne d'affinite sont selectionnes positivement. 

D. COMPOSES CANDIDATS SELECTIONNES PAR DES 
TECHNIQUES DE BIOCAPTEURS OPTIQUES 

35 
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Un compose candidat antagoniste de la proteine ESM-1 peut 
egalement etre selectionne en utilisant un biocapteur optique tel que 
decrit par EDWARDS et LEATHERBARROW (1997). Cette technique 
permet la detection d'interactions entre des molecules en temps reel 

5 sans necessiter ('utilisation de molecules marquees. Cette technique est 
basee sur la resonance de surface du plasmon (SPR pour « Surface 
Plasmon Resonance »). Brievement, le compose candidat a tester est 
fixe sur une surface, telle qu'une matrice de carboxymethyldextran. Un 
rayon lumineux est dirige sur Textremite de la surface qui ne contient 

10 pas I'echantillon a tester et est reflechi par cette surface. Le phenomene 
SPR provoque une reduction d'intensite de la lumiere reflechie avec une 
association sp6cifique entre Tangle de la lumiere reftechie et la longueur 
d'onde du rayon lumineux. La fixation du compose candidat provoque un 
changement dans I'indice de refraction de la surface, le changement 

15 d'indice de refraction etant detecte comme une modification du signal 
SPR. 

Un tel precede de detection par biocapteur optique peut 
permettre egalement de selectionner les composes candidats qui entrent 
en competition avec un autre ligand pour la fixation sur la proteine ESM- 
20 1 ou un fragment peptidique de ce dernier. 

Par exemple, un compose candidat antagoniste de la proteine 
ESM-1 englobe les composes capables d'inhiber la fixation d'un 
anticorps anti-ESM-1 sur la proteine ESM-1, d'inhiber la fixation du 
facteur HGF-SF ou encore des facteurs FGF-2 et FGF-7 sur la-proteine 
25 ESM-1 ou un fragment peptidique de cette derniere. 

Ainsi, selon encore un autre aspect, I'invention a trait a un 
procede de selection d'un compose antagoniste de la proteine ESM-1 
. caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes: 

a) mettre en contact la prot6ine ESM-1 ou un fragment 
30 peptidique de cette derniere en presence de : 

(i) un compose antagoniste de la proteine ESM-1 se fixant sur la 
proteine ESM-1 ; et 

(ii) un compose candidat a tester; 

b) dans une etape separee de I'etape a), mais eventuellement 
35 simultanee a cette derniere, mettre en contact la proteine ESM-1 ou un 
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fragment peptldique de cette derniere avec un compose antagoniste de 
la proteine ESM-1 se fixant sur la prot6ine ESM-1; 

c) detecter la quantite respective du compose antagoniste de la 
proteine ESM-1 fixee a tissue de chacune des etapes a) et b); et 
5 d) selectibnhef le compose candidat qui entre en competition 

avec le compose antagoniste pour la fixation sur la proteine ESM-1. 

De preference, un compose antagoniste de ESM-1 pour la mise 
en oeuvre du precede de selection ci-dessus est un anticorps anti-ESM-1 
ou encore un compose antagoniste peptidique tel que defini ci-avant 
10 dans la presente description. 

Dans un premier mode de realisation particulier d'un procede 
pour selectionner un compose antagoniste de ESM-1 a partir d'un 
compose .candidat,. ledit procede comprend les etapes suivantes: 

1) selectionner, parmi les composes candidats, les composes 
is qui se fixent sur la proteine ESM-1 ou sur un fragment peptidique de 

cette proteine; 

2) administrer un compose selectionne a l'etape 1) a un animal 
et determiner la capacite de ce compose a inhiber, chez cet animal, le 
developpement de tumeurs induites par la proteine ESM-1 ; 

20 3) selectionner les composes inhibiteurs du developpement des 

tumeurs determineas a I'etape 2) comme des composes antagonistes de 

la proteine ESM-1. 

L'etape 1) consiste preferentiellement en la mise en oeuvre d'un 

procede de selection d'un compose candidat se fixant sur la proteine 
25 ESM-1 ou sur un fragment de celle-ci, choisi parmi les precedes detailles 

dans la presente description. 

L'etape 2) consiste preferentiellement en la mise en oeuvre d'un 

procede de selection d'un compose candidat in vivo tel que detaille dans 

la description. 

30 Dans un mode de realisation particulier du precede, celui-ci 

comprend egalement une etape 4) consistant a sacrifier I'animal. 
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Composition pharmaceutique de I'invention. 

Un autre objet de I'invention consiste en une composition 
pharmaceutique pour le traitement et/ou la prevention d'un cancer 
5 comprenant un compose antagoniste de la proteine ESM-1. 

Composition pharmaceutique comprenant un compose antagoniste 
du type anticorps ou du type peptide seion I'invention. 

io Selon un premier aspect, une composition pharmaceutique 

selon I'invention comprend une quantite therapeutiquement efficace d'un.. 
anticorps anti-ESM-1 ou d'un compose antagoniste peptidique derive de 
ESM-1, en association avec un ou plusieurs vehicules.: 
pharmaceutiquement compatibles. Les compositions pharmaceutiques 

15 selon I'invention incluent celles adaptees pour une administration 
topique, orale, rectale, nasale ou parenteral (y compris intramusculaire, 
sous-cutan6e et intraveineuse) ou encore sous une forme adaptee pour 
une administration par inhalation ou insufflation . Les compositions 
pharmaceutiques selon i'invention peuvent etre presentees sous forme 

20 d'unites de dosage et peuvent etre prepares par toute methode bien 
connue de I'homme du metier du domaine de la galenique 
pharmaceutique. Toutes les methodes comprennent une etape 
consistant a associer le compose agoniste constituant le principe actif de 
la composition avec un vehicule liquide ou un vehicule solide finement 

25 divise et, si necessaire, mettre en forme le produit, par exemple.sous 
forme de comprimes ou de gelules. 

Pour une administration orale, une composition pharmaceutique 
selon I'invention est de preference presentee sous la forme d'unites de 
dosages telles que des capsules, des comprimes ou des gelules. 

30 Lorsqu'elles se presentent sous une forme incluse dans un conteneur 
pressurise, la composition pharmaceutique peut comprendre un agent 
propulseur tel que le dichlorodifluoromethane, le trichlorofluoromethane, 
le dichlorotetrafluoroethane, le dioxyde de carbone ou d'autres gaz 
appropries. Dans le cas d'un aerosol pressurise, I'unite de dosage peut 
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etre pourvue d'une soupape capable de liberer une quantite donnee de 
la composition pharmaceutique. 

Selon un autre aspect, la composition pharmaceutique selon 
('invention peut etre sous la forme d'une composition de poudre seche 

5 pour Tadministration par inhalation pu insufflation, par exemple sous la 
forme d'un melange de poudre du compose antagoniste et d'une poudre 
base adaptee, telle que le lactose ou Tamidon. La composition de poudre 
peut §tre presentee en unite de dosage, par exemple sous la forme de 
gglules ou de cartouches a partir desquelles la poudre peut etre 

10 administree a Taide d'un dispositif inhalateur ou insufflateur. 

Un . vehicule solide pharmaceutiquement compatible d'une 
composition pharmaceutique selon Tinvention englobe des substances 
telles que les agents de saveur, les lubrifiants, les solubilisants, les 
agents de suspension, les agents de charge, les auxiliaires de 

15 compression, les Hants ou des agents d£sint§grants ainsi que les 
materiaux decapsulation. Dans les poudres, le vehicule est un solide 
finement divise qui est en melange avec le compose antagoniste de 
ESM-1 6galement sous la forme finement divisee. Dans les comprimes, 
le principe actif antagoniste de ESM-1 est m§lang6 avec un vehicule 

20 ayant des proprietes de compression adaptees et compactees sous la 
forme et la taille desirees. Les poudres et les comprim§s contiennent de 
preference moins de 99% du principe actif. Des vehicules solides 
pr§feres sont par exemple le phosphate de calcium, le stearate de 
magnesium, !e talc, les sucres, le lactose, la dextrine, Tamidon, la 

25. gelatine, la cellulose, la polyvinylpyrrolidone et les resines d'echange 
d'ions. 

Des v&hicules liquides sont utilises pour preparer une 
composition pharmaceutique selon Tinvention sous la forme d'une 
solution, une suspension, d'une emulsion, d'un sirop, d'un elixir et d'une 

30 composition pressuris§e. Le principe actif antagoniste de la proline 
ESM-1 peut etre dissous ou suspendu dans un v6hicule 
pharmaceutiquement acceptable tel que de Teau, d'un solvant organique, 
d'un melange des deux ou des huiles ou matieres grasses 
pharmaceutiquement acceptables. Le vehicule liquide peut contenir 

35 d'autres additifs pharmaceutiquement acceptables tels que des agents 
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solubilisants, des 6mulsifiants , des tampons, des conservateurs, des 
edulcorants, des agents aromatiques, des agents de suspension, des 
agents £paississants, des agents colorants, des r6gulateurs de viscosite, 
des stabilisants ou des osmo-r6gulateurs. Des exemples illustratifs de 

5 vehicules liquides pour administration orale et parenteral comprennent 
I'eau, les alcools (y compris les alcools monohydriques et polyhydriques 
comme les glycols), les huiles telles que I'huile de coco ou I'huile 
d'arachide fractionn6e. Pour I'administration parenterale, le vehicule peut 
aussi etre un ester tel que I'oteate d'6thyle et le myristate d'isopropyle. 

10 Les compositions pharmaceutiques liquides sous la forme de 

solutions ou suspensions steriles peuvent etre utilises pour une 
injection intramusculaire, intraperitoneale ou sous-cutanee. 

De preference, une composition pharmaceutique selon 
invention comprend de 1 a 1000 mg de composes antagonistes de la 

15 proteine ESM-1 par unite de dosage, et de preference de 10 a 500 mg 
■ du compost antagoniste de la proteine ESM-1 par unite de dosage. 

La presente invention concerne aussi une methode de 
traitement et/ou de prevention d'un cancer comprenant une etape au 
cours de laquelle on administre a un patient ayant besoin d'un tel 

20 traitement une composition pharmaceutique telle que definie ci-dessus. 

Composition pharmaceutique comprenant un compose antagoniste 
de la proteine ESM-1 du type polynucleotide antisens. 

25 Font egalement partie de flnvention des compositions 

pharmaceutiques contenant une quantite th§rapeutiquement efficace 
d'un compose antagoniste de la proteine ESM-1 du type polynucleotide 
antisens te! que detfini dans la presente description ainsi que des 
methodes de traitement et/ou de prevention d'un cancer comprenant 

30 I'administration a un patient ayant besoin d'un tel traitement d'une 
composition pharmaceutique comprenant un polynucleotide antisens tel 
que defini ci-dessus. 

Un oligonucleotide antisens selon invention peut etre 
administre par tout moyen, qu'il soit local ou systemique. 
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L'administration locale d'un polynucleotide antisens de 
I'invention, par exemple au niveau d'une tumeur, peut etre realisee par 
l'administration du polynucleotide antisens directement au niveau de la 
tumeur ou au niveau du tissu entourant la tumeur et permettant a 

5 ('oligonucleotide de migrer et, le cas echeant d'entrer, dans les cellules 
tumorales. Par exemple, les polynucleotides antisens peuvent etre 
injectes a I'aide d'une seringue. L'injection peut etre intramusculaire, 
intraveineuse, intraperitoneale ou sous-cutanee. Le polynucleotide 
antisens peut etre administre au foie par I'intermediaire du systeme de la 

10 veine porte hepatique. De meme, le polynucleotide antisens peut etre 
administre au poumon a I'aide d'un dispositif d'inhalation. 

D'autres modes d'administration d'un polynucleotide antisens 
peuvent etre utilises. Par exemple, les polynucleotides antisens peuvent . 
etre administres de maniere systemique apres leur insertion dans un 

is vecteur d'expression. Le terme « vecteur d'expression », englobe un 
plasmide, un virus ou un autre vehicule connu dans I'etat de la technique 
pour assurer I'expression d'un polynucleotide antisens. 

Pour la mise en oeuvre de vecteurs adaptes pour I'expression 
recombinante d'un polynucleotide antisens, I'homme du metier pourra 

20 avantageusement utiliser des vecteurs pMSXND decrits par LEE et 
NATHANS (1988), des vecteurs viraux eucaryotes, tels que ceux decrits 
par GLUZMAN (1982), ou encore des adenovirus et des virus adeno- 
assoctes tels que ceux decrits dans les brevets US n°5,173,414 et 
5,354,678 ou encore un systeme d'expression incluant le vecteur 

25 d'expression decrit par MOXHAM et al. (1993). 

De preference, le vecteur d'expression contient un promoteur 
permettant la production du polynucleotide antisens chez un animal, de 
preference un mammifere, et de maniere preferee chez I'homme, tel que 
le promoteur de la polyh6drine . 

30 Le vecteur d'expression peut etre adapte a I'expression cibl6e 

du polynucleotide antisens au site de la tumeur, par exemple en placant 
I'acide nucleique codant pour les polynucleotides antisens sous le 
contrdle d'un promoteur specifique de certaines cellules, telles que les 
cellules epitheliales ou les cellules endotheliales. Un exemple d'un tel 

35 promoteur est le promoteur viral designe NuNTV qui est utile 
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specifiquement dans le traitement des cancers du sein. D'autres 
exemples de tels promoteurs specifiques sont des promoteurs de 
proteine du lait telle que la pMactoglobuline, de la caseine-a et de la 
caseine-p. 

5 La quantite therapeutiquement efficace d'un polynucleotide 

antisens de I'invention peut etre determinee comme la quantite 
necessaire a une reduction significative de la traduction de la proteine 
ESM-1 au niveau systemique ou local. 

II apparaTtra clairement a I'homme du metier que la 

10 concentration du polynucleotide antisens therapeutiquement efficace 
varie avec le choix de la forme d'administration. Par exemple, si le 
polynucleotide antisens est administre par injection a un mammifere, 
l'unite..de: dosage constitute d'une seringue contenant une quantite 
efficace du polynucleotide antisens. Une quantite efficace du 

15 polynucleotide antisens pour une administration systemique est comprise 
entre 0,01 mg/kg a 50 mg/kg administree une fois ou deux fois par joun 
Une quantite therapeutiquement efficace d'un polynucleotide antisens 
selon I'invention indue dans une composition pharmaceutique est 
comprise generalement entre 10* et 10 11 molecules de polynucleotide 

20 antisens par administration et de preference entre 10 s et 10 10 molecules 
d'ADN par administration. 

Cependant, d'ifferents protocoles de dosage peuyent etre 
utilises selon (i) la capacite individuelle du polynucleotide antisens k 
inhiber I'expression de la proteine ESM-1 ■, (ii) la gravite ou I'etendue de la 

25 maiadie, ou (iii) le comportement pharmacocinetique du polynucleotide 
antisens utilise. 

Le polynucleotide antisens peut etre associe a un vehicule 
pharmaceutiquement compatible . ou a un excipient. Des exemples 
d'excipients comprennent les agents de charge, les Hants, les agents 

30 desintegrants, les lubrifiants, selon la nature de I'administration et les 
formes de dosage. Des formes de dosage preferees consistent en des 
solutions liquides, avantageusement des tampons physiologiquement 
compatibles telles que des solutions de HANK's ou de RINGER. De plus, 
les polynucleotides antisens selon I'invention peuvent etre formules sous 

35 forme solide puis redissous ou resuspendus immediatement avant 
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usage. Selon englobe les formes lyophilisees et les liposomes contenant 

de tels polynucleotides antisens. 

Un polynucleotide antisens de I'invention peut aussi etre 

administr6 de maniere systemique par les voies transmuqueuses, . 
5 transdermiques ou orales. Pour les voies d'administration 

transmuqueuses ou transdermiques, des agents penetrant peuvent etre 

utilises dans la formulation tels que des sels biliaires ou des derives de 

I'acide fusidique. 

La presente invention est egalement relative & une methode de 
10 traitement et/ou de prevention d'un cancer comprenant une etape 
. . d'administration a un patient, ayant besoin d'un tel traitement, une 

composition pharmaceutique telle que definie ci-dessus comprenant un 
.. compose antagoniste de ESM-1 du type polynucleotide antisens.. 

De manure generate, Tune quelconque des compositions 
is pharmaceutiques de I'invention telles que definies ci-dessus et 

comprenant une . quantity therapeutiquement efficace d'un compose . : 

antagoniste de la proteine ESM-1 est utile dans la prevention et/ou le 

traitement d'un cancer. 

A titre illustratif, mais non limitatif, une composition 
20 pharmaceutique selon I'invention est utile pour la prevention et/ou le 

traitement de cancers tels que les cancers des voies respiratoires, les 

cancers broncho-pulmonaires, les cancers du sein, les cancers du colon 

et les cancers renaux ainsi que les cancers des voies digestives. . 

La pr§sente invention est en outre illustree, sans pour autant 
25 etre limitee, par les figures et les exemples suivants. 

FIGURES 

La figure 1 illustre des gels d'immuno-empreinte (« Western- 
Blot ») et des colorations de ESM-1 sur gel SDS-PAGE. 
30 Chaque gel d'immuno-empreinte a ete revele avec I'anticorps 

monoclonal anti-ESM-1 MEP14. Le second anticorps anti-souris marque 
a la peroxydase de raifort a ete purifie par affinite et donne des resultats 
negatifs lorsqu'il est utilise seul. 
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Figure 1A. Gel d'immuno-empreinte de la proteine ESM-1 
de differents types cellulaires exprimant cette proteine. 

L'immuno-precipitation de ESM-1 a partir des surnageants de 
5 culture des cellules SVI (1), 293-ESM(2) et CHO-ESM(3) a ete realisee 
avec I'anticorps MEP19 lorsque cela est indique, ou avec un anticorps 
temoin. Les fleches indlquent la bande specifique de ESM-1. La forme 
native de ESM-1 est representee par une bande diffuse aux alentours de 
50 kD. 

10 

Figure 1B. Absence de detection de la proteine purifiee 
ESM-1 avec le bleu de coomassie. 

5 ug de proteine ESM-1 purifiee a partir des cellules SVI ont ete 
15 charges sur un gel SDS-PAGE a 15% et colores au bleu de coomassie 
afin de detecter le corps peptidique de la molecule. Les fleches indiquent 

I'absencede detection de ESM-1. 

Figure 1C. Detection de la proteine ESM-1 purifiee avec le 
20 bleu alcian. 

5 ug de proteine ESM-1 purifiee a partir des cellules SVI ont ete 
charges sur un gel SDS-PAGE a 15% et ont ete reveles par coloration au 
bleu alcian afin de detecter le corps glycanique de la molecule. La fleche 
25 indique la proteine ESM-1. 

La figure 2 illustre le poids moleculaire apparent des corps 
peptidique et glycanique de ESM-1 . 

Figure 2A Analyse par mutation du site de fixation de O- 
30 glycosylation. 

Deux sites putatifs de O-glycosylation (treonine 120 et serine 
137) ont ete substitues par un residu alanine par mutagenese dirigee. La 
proteine ESM-1 sauvage (WT pour « Wild-Type »), les mutants de ESM- 
35 1 T120A et S137A) ainsi que les temoins negatifs (MOCK) ont ete 
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transfectes dans les cellules 293 et les surnageants de culture cellulaire 
ainsi que les lysats cellulaires ont ete analyses par immuno-empreinte 
(Western-Blot) a I'aide de I'anticorps monoclonal MEP14. Les fleches 
indiquent les bandes sp6cifiques. 

Figure 2B. Effet d'un traitement a la proteinase K sur ESM- 

1. 

La proteine ESM-1 purifiee a partir des cellules SVI(1) et 293- 
10 ESM (2) a ete digeree par la proteinase K et chargee sur un gel SDS- 
PAGE 15%. La fleche superieure indique la forme sauvage de la 
proteine ESM-1 non traitee et la fleche inferieure indique la proteine 
ESM-1 digeree par la proteinase K. 

La figure 3 illustre les effets de chondroitinases specifiques sur 

15 ESM-1. 

Figure 3A. Traitement de la proteine ESM-1 sauvage 
purifiee avec la chondroTtinase ABC. 

20 La proteine ESM-1 secretee a ete purifiee par chromatographic 

d'echanges d'ions, suivie d'une chromatographic d'immuno-affinite a 
partir de surnageants de cultures de cellules SVI(1), 293-ESM(2) et a 
partir de plasma humain (3), puis digeree ou non par la chondroTtinase 
ABC. 50 ng de la proteine digeree ont ete charges sur un gel SDS-PAGE. 

25 a 15% puis analyses par immuno-empreinte (Western-Blot). La fleche 
superieure indique les formes non digerees de ESM-1 et la fleche 
inferieure indique les formes digerees de ESM-1 . 

Figure 3B. Traitement de la proteine ESM-1 sauvage 
30 purifiee avec la chondroTtinase B. 

La proteine ESM-1 purifiee a partir de surnageants de culture 
des cellules SVI (1) et 293-ESM(2) ont ete digeres ou non par la 
chondroTtinase. Les proteines ont ete chargees sur un gel SDS-PAGE a 
35 15% . La fleche superieure indique les differentes formes de ESM-1 non 
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digerees autour de 50 kD et la fleche inferieure indique les differentes 
formes de la proteine ESM-1 digeree, autour de 22 kD. 

Figure 3C. Traitement de la proteine ESM-1 sauvage 
5 purifiee avec la chondro'itinase AC. 

La proteine ESM-1 purifiee a partir de sumageants de culture 
des cellules HUVEC (1) et 293-ESM(2) ont ete virees??? par la 
chondro'itinase AC et ont ete chargees sur un gel SDS-PAGE a 15%. La 
10 fleche superieure indique les differentes formes de ESM-1 non dig6rees 
autour de 502 kD et la fleche inferieure indique les differentes formes 
digerees de la proteine ESM-1 autour de 22 kD. 

Figure 3D. Traitement de la proteine ESM-1 sauvage. 
15 purifiee avec la chondro'itinase C. 

La proteine ESM-1 purifiee a partir de sumageants de cultures 
des cellules HUVEC (1) et 293-ESM(2) ont ete digerees ou non par la 
chondroTtinase C et ont ete chargees sur un gel SDS-PAGE a 15%. La 

20 fl&che superieure indique les differentes formes non digerees de ESM-1 4 
autour de 50 kD et la fleche inferieure indique les differentes formes 
digerees de la proteine ESM-1 autour de 22 kD. 

La figure 4 illustre les effets de la proteine ESM-1 sauvage 
purifiee sur le temps de. coagulation en presence de thrombine. On peut 

25 noter le retard et la reduction dans la formation de thrombine pour le 
plasma h6parin§ ainsi que pour les quatre autres courbes (plasma riche 
en plaquette ou PRP: losange vide; plasma riche en plaquette + ESM-1 a 
0,2 mg/ml: carre plein; plasma riche en plaquette + ESM-1 0 0,5 mg/ml: 
triangie plein; plasma riche en plaquette + ESM-1 a 1 mg/ml : cercle 

30 plein; plasma riche en plaquette + heparine: cercle vide). 

La figure 5 illustre I'activite biologique du proteoglycane ESM-1 
sur la proliferation des cellules 293 induites par le facteur HGF/SF. La 
stimulation de I'incorporation de 3 H-thymidine par les cellules 293 
Induites par le facteur HGF/SF a ete etudiee. Les cellules ont ete 

35 ensemencees a 1 x 10 4 cellules par puits dans du milieu DMEM 
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additionnees de transferine et d'insuline et de HGF/SF a 50 ng par ml 
avant addition de differentes molecules. Les barres represented le 
pourcentage d'augmentation de rincorporation de 3 H-thymidine 
(moyenne +/- S.E.M. d'echantillons en triple d'une experience 
s representative) en presence des additions indiquees de serum, des '. 
differentes formes de ESM-1 a 2,5 mg/ml et de decorine a 2,5 mg/ml. Le 
bruit de fond d'incorporation de 3 H-thymidine en presence de HGF/SF a 
ete generalement compris entre 7.000 et 8.000 cpm par puits. Les 
resultats presentes sont similaires a ceux obtenus dans trois autres 
io experiences separees. 

La figure 6 illustre une etude de douze reponses des differentes 
formes de ESM-1 et de decorine sur I'activite mitogene induite par le 
facteur HGF/SF. On a etudie la simulation de la synthese d'ADN par les 
cellules 293 en presence de HGF/SF a 50 nanogrammes par ml seule ou 
is en presence de differentes concentrations de la proteine sauvage ESM- 
1/WT (carre vide), de la proteine mutee non glycosylee ESM/S137A 
(cercle plein), de la chatne GAG derivee de la proteine ESM/WT (carre 
plein) ou de la decorine (cercle vide). Les vaieurs moyennes de mesure . 
en triple d'incorporation de 3 H-thymidine obtenues dans une experience 
20 parmi trois experiences independantes sont representees a la figure 6. 
Les resultats sont exprimes en cpm. Les deviations standard sont 
approximativement de 10%. 

La figure 7 illustre le pouvoir tumorigene de la proteine ESM-1.. 
Deux lots de plus de 10 souris ont recu des cellules HEK temoins ou des 
25 cellules HEK transfectees avec un vecteur codant pour I'ADNc de la 
proteine ESM-1 sauvage (ESM/WT). Sur la figure 7A, le pourcentage de 
tumeurs macroscopiquement visibles a la huitieme semaine au point 
d'injection et dont le volume tumoral est superieur a 1 cm 3 est represente 
en ordonnee . La figure 7B illustre la cinetique d'apparition des tumeurs 
30 chez des souris ayant recu les cellules HEK transfectees exprimant la 
proteine ESM-1 glycosylee (ESM/WT). Le nombre de semaines apres 
I'injection des cellules est represente en abscisse. En ordonnee est 
represente le volume tumoral moyen, exprime en cm 3 . 

La figure 8 illustre la production de ESM-1 par les tumeurs 
35 induites chez la souris. 
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La figure 8A represente le taux serique de proline ESM-1 
retrouv§ chez les deux lots de souris, d la huitfeme semaine suivant 
llnjection des cellules. En abscisses sont representes respectivement le 
lot de souris ayant regu les cellules HEK temoins et le lot de souris ayant 

5 regu les cellules HEK exprimant la proteine ESM-1 glycosylee 
(ESM/WT). Le taux s§rique de ESM-1 retrouvS, exprinte en 
nanogramme/ml, est represents en ordonnees. 

La figure 8B illustre la cinetique des taux s6riques de ESM-1 
mesur6es par ELISA, pour les souris du lot ayant regu les cellules HEK 

io transfectees avec un ADN codant pour la proteine ESM-1 glycosytee 
(ESM/WT). En abscisses sont repr6sentes le nombre de semaines 
suivant Pinjection des cellules transfectees. Le taux s6rique de proteine 
ESM-1, et exprinte en nanogramme/ml, est represents en. ordonnees. 

La figure 9 illustre I'activite tumorigSne de differentes formes de 

15 la proteine ESM-1 . 

La figure 9A illustre I'apparition de tumeurs chez differents lots 
de souris, les souris ayant regu respectivement les cellules HEK temoins, 
les cellules HEK transfectees avec un ADNc codant pour la proteine 
ESM-1 glycosylSe (ESM/WT), les cellules transfectees avec la proteine 

20 ESM-1 non glycosyl§es (ESM/S137A) et les cellules HEK transfectees 
avec un ADNc codant pour la proteine ESM-1 mutee en positions 134 et 
135 (ESM/F115A, F116A). En ordonnees est represente le pourcentage 
de tumeurs macroscopiquement visibles a la huitieme semaine au point 
dlnjection dont le volume tumoral est superieur a 1 cm 3 . 

25 La figure 9B illustre le taux serique de ESM-1 chez les differents 

lots identiques de souris. Le taux serique de ESM-1, exprime en 
nanogramme/ml, est represente en ordonnees. 

La figure 10 illustre Teffet inhibiteur de Tanticorps monoclonal 
MEP08 sur Tactivite pro-tumorale de la proteine ESM-1. 

30 Uinjection d'anticorps MEP-08 augmente la survie des souris du 

groupe HEK ESM/WT. Les anticorps monoclonaux MEP-08 sont injectes 
par voie intrap6riton£ale ^ la dose de 400 pg a partir de la deuxieme 
suivant Tinoculation des cellules HEK/ESM-WT. Les injections sont 
r§p6tees de fagon hebdomadaire pendant 12 semaines. Un anticorps 

35 controle, MEP-14, est utilis6 dans les memes conditions. Les souris sont 



WO 02/38178 



30 



PCT/FR01/03475 



sacrifices lorsque leur volume tumoral est superieur a 6 cm 3 , (n > 8 
souris dans chaque groupe). La figure represente le pourcentage de 
souris vivantes dans chacun des groupes. 

5 EXEMPLES: 
EXEMPLE 1 

Modification post-traductionnelle de la forme secretee de la 
proteine ESM-1. 

10 A. Materiels et Methodes 

A.1 Culture cellulaire et materiels 

. Les cellules. CHO ont ete cultivees dans un milieu de culture. 

15 MAMa (Gibco BRL, Life Technologies, France) additionne de 10% de 
serum de veau foetal. Les cellules endothelials humaines transferees 
par le virus SV40, les cellules SV1 decrites par LASSALLE P et al. 
(1992) pnt ete cultivees dans du milieu RPM1 1640 contenant 2mM de L- 
glutamine et 10% de serum de veau foetal. Les cellules de reins 

20 embryonnaire humaine, les cellules de la lignee 293, ont ete cultivees 
dans du milieu DMEM de Dulbecco avec 10% de serum de veau foetal. 
Les cellules renales embryonnaires humaines, cellules de la lignee 293, 
utilisees. pour le test de proliferation ont ete cultivees dans du milieu de 
EAGLE modifie de Dulbecco (Gibco BRL) complements . avec de 

25 I'insuline a 10 mg/ml et de la transferee d 10mg/ml. La proteinase et la 
chondroTtinase ABC sont commercialisee par Boehringer Mannheim. Les 
chondroTtinases B, AC et C sont commercialisees par Sigma Le facteur 
HGF/SF humaine est commercialise par R & D et la decorine est 
commercialisee par Sigma. Des anticorps monoclonaux anti-ESM-1 ont 

30 ete produits et purifies comme decrit par BECHARD et al. (2000). 

A.2 Developpement de liqnees cellulaires exprimant ESM-1. 

L'ADNc complet codant pour ESM-1 a ete dirige, purifi6 et 
35 insere dans le vecteur d'expression pcDNA3 (commercialise par 
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Invitrogen) entre les sites Xhol et Hindllll. La constructions de vecteurs a 
ete transferee dans des lignees cellulaires CHO et 293 en presence de 
lipofectamine (GIBCO BRL), puis selectionnees sur G418 (1000 ug/ml 
pour la lignee CHO et 300 ug/ml pour la lignee 293). Les lignees 
5 cellulaires transferees de maniere stable ont ete obtenues par dilution 
limite et les cellules ainsi selectionnees ont ete designees 
respectivement CHO-ESM et 2936-ESM 

A.3 Determination du site de o-alvcosvlation de ESM-1 par analyse 
io par mutation. 

2 sites potentiels de O-glycosylation ont 6te predits a I'aide du 
logiciel NET O glyc:0 Prediction Serveur. 

On a substitue le residu serine en position 137 (SEQ ID N°.1) et 
15 la threonine en position 120 (SEQ ID N°1) par un r6sidu alanine. Les 
. mutants de O-glycosylation ont ete produits par PCR a I'aide du kit Quick " 
Change de mutagenese dirige selon les recommandations du fabriquant 
(Stratagene). 

Les ADNc mutes ont §te confirmes par sequencage 
20 (sequenceur ABI prism 377 de la SociSte Applied Biosystems. Puis les 
cellules 293 ont ete transferees avec les vecteurs dans lesquels ont ete 
inseres les ADNc mutants pour obtenir des transfectants transitoires et 
des transfectants stables, respectivement les lignees 293-ESM/S 137A 
et293-ESM/T120A. 

25 ..... 

A.4. Purification du proteoqlycane ESM-1 chondroftine/dermatane 
sulfate. 

Les surnageants de culture cellulaire ont ete ajustes a pH8, puis 
30 passes sur une colonne de DEAE-Sepharose (Pharmacia), laves avec 
un tampon 50 mM Tris (pH8), 0,2 MNaCI, puis elues dans un tampon 50 
mM Tris (pH8), 0,8 M Nad. 

Les eluats ont ete ajustes a 50 mM Tris (pH8), 0,5 MNaCI et 
passes sur une colonne d'affinite. La colonne d'affinite est constituee 
35 d'anticorps monoclonaux anti-ESM-1 (produits par la lignee d'hybridome 
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MEC4) immobilises sur un gel AfRgel Hz hydrazide . , selon les 
recommandations du fabricant (Biorad). 

Apres une etape de lavage avec un tampon 50 mM Tris (pH8), 
MNaCI 0,5, la proteine ESM-1 a ete eluee avec une solution de 3M de 

5 MgCI 2 , concentree et dialysee contre le meme tampon sur un dispositif 
ultrafree 30 (millipore). 

Le materiau elue a ensuite ete quantifie par immunodetection 
avec des anticorps anti-ESM-1, et contrdles sur SDS-PAGE a I'aide 
d'une coloration au bleu de coomassie ou bleu alcian. 

io La purification de la proteine ESM-1 a partir du plasma humain 

a ete realisee selon le protocole suivant. 

800 ml de plasma foumi par I'etablissement de transfusion 
sanguine (Lille, France) ont ete precipites avec une solution a 60% de 
sulfate d'ammonium et dialyses contre un tampon 50 mM Tris (pH 8), 0,5 

15 MNAcl. L'extrait de plasma precipite et dialyse a ensuite ete passe sur 
une pre-colonne de 50 ml du type Affigel (Biorad) avant un passage sur 
la colonne d'immunoaffinite anti-ESM-1. La proteine ESM-1 fixee sur la 
colonne d'immunoaffinite a ete recuperee comme decrit ci-dessus. 

La forme non glycosylee de ESM-1 (ESM/S1 37A) a ete purifiee 

20 en une seule etape par chromatographie et d'immunoaffinite. Le degre 
de purete de la proteine ESM-1 glycosylee (ESM/WT) et de la proteine 
non glycosylee mutee sur la serine 137 (ESM/S137A) a ete controlee par 
FPLC. Le materiau purifie est exempt d'endotoxines, comme en 
temoigne les resultats du test de lysat de limulus amebocyte 

25 (BlOwhitaker). 

A.5 Immunoprecipitation. immuno-empreinte et seauencaae. 

La taille des differentes formes de ESM-1 a ete determinee par 
30 immunoprecipitation et immuno-emprente a partir des surnageants de 
cultures cellulaires et des lysats cellulaires. Les cellules ont ete lysees 
dans un tampon contenant 0,5% de NP40, un cocktail d'anti-proteases 
(Boehringer Mannheim, Allemagne) dans du PBS pendant 30 minutes a 
4°C en agitation. 
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Puis, les lysats ont ete centrifuges a 10.000g pendant 15 min 
afin d'obtenir des lysats cellulaires clarifies. 

Les surnageants de culture ont ete filtres sur un filtre ayant un 
diametre de pore de 0,45 mm. 
5 1 pg de I'anticoips monoclonal ESM-1 produit par la lignee 

d'hybridome MEP19 ou 1 pg d'anticorps monoclonal anti-ICAM-1 (clone 
164B) a ete ajoute au lysat clarifie ou au sumageant de culture cellulaire 
et incube pendant une nuit a 4°C sous agitation. 

50 pi d'une immunoglobuline anti-souris conjugue a des billes 
10 d'agarose (sigma) ont ete ajoutes a 4°C pendant 90 min, avant 
centrifugation et de lavage avec un tampon de lyse et de lavage dans du 
PBS. 

Les billes ont ete resuspendues dans 20 et 40 pi de tampon 
SDS-PAGE pendant 5 min, centrifugees, et les surnageants ont ete 
15 analyses. 

Les echantillons ont ete soumis a une. electrophorese sur gel 
SDS-PAGE, puis transferes sur une membrane de nitrocellulose selon 
des procedures standard. 

Apres une etape de blocage, les membranes ont ete incubees 
20 pendant une heure avec un anticorps monoclonal ESM-1 produit par la 
lignee d'hybridome MEP14 a 1 pi, lavees puis incubees pendant I heure 
avec un anticorps secondaire anti-Fc de souris conjugue a la peroxydase 
de raifort (« Horse Radish peroxydase ») (commercialise par la Societe 
SIGMA). On a realise plusieurs lavages avant revelation en utilisant le kit 
25 de detection ECL commercialise par la Societ6 Amersham. 

Pour I'analyse de la sequence d'aminoacides, la proteine ESM- 
1 purifiee a ete soumise a une electrophorese sur un gel SDS-PAGE, 
puis electrotransferee sur une membrane de difluorure de polyvinylidene 
(PVDF) commercialisee par la Societe MILLIPORE, puis coloree a I'aide 
30 de 0,1% de bleu de coomassie. La bande proteine a 50 kD a ete excis6e 
de la membrane et la sequence N-terminale a ete effectuee par 
degradation d'EDMAN automatisee sur un sequenceur de proteine du 
type ABI 473A. 

35 A.6 Digestion du corps peptidiaue de ESM-1 par la proteinase K 
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Afin de determiner la taille du glycosaminoglycane, la proteine 
ESM-1 purifiee a ete digeree avec la proteinase K avec un rapport 
enzyme:ESM-1 egal a 1:50 (poids:poids) dans un tampon Tris 10mM, 

5 pH8, en presence ou en absence de 0,1% SOS a 56°G pendant 3 
heures. Une quantite 10 superieure de serum albumine bovine (BSA) a 
la proteine ESM-1 a ete digeree par ia proteinase K afin de verifier sa 
degradation complete. Les echantillons ont ete analyses sur un gel de 12 
% SDS-PAGE, suivi par une coloration au bleu de coomassie et au bleu 

10 alcian. 

A.7 Digestion de ESM-1 par les chondroitinases ABC. B. AC et C 

Afin d'analyser .la nature de ia substitution de. 

15 glycosaminoglycane, la proteine ESM-1 purifiee a ete digeree avec 
plusieurs chondroTtinases: chondroTtinases ABC (0,5 unit6/ mg dans un . 
tampon 100 mM TrisHCI, pH 8, 30 mM d'acetate de sodium, pH 5,2 a 
37°C pendant 45 min), chondroTtinase.B (200 unites/mg dans un tampon 
20 mM Tris-HCI, 50 mM Nad, 4 mM CaCI 2 , 0,01% BSA, pH 7,5 a 25°C 

20 pendant deux heures), des chondroTtinase AC (une unite par ml dans un 
tampon 250 mM Tris Hcl, 75 mM acetate de sodium, pH 7,3 a 37°C 
pendant deux heures) des chondroTtinases C (80-120 unites/ml dans un 
tampon 50 mM Tris HCI , pH 8 a 25°C pendant 3 heures). Les 
echantillons ont ete analyses par immuno-empreinte. 

25 

A.8 Activite anti-coaaulante. 

Le plasma temoin pauvre en plaquette (PPP) a ete prepare a 
partir de sang en presence de I'anticoagulant citrate de sodium (30mM), 
30 par centrifugation a 2500 g pendant 15 min. Tous les reactifs sont 
commercialises par la Societe STAGO Diagnostica (France). Trois 
parametres ont ete lvalues, en ajoutant la proteine ESM-1, du tampon 
ou de I'heparine au plasma pauvre en plaquette: 

a) APTT (pour « Activated Partialo Thromboplastin Time »): ce 
35 parametre explore la voie intrinseque de la coagulation sanguine (Fl, FN, 
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FV, FVIII, FIX, FX, FXI, FXII). Le deficit ou I'inhibition de I'un de ces 
facteurs augmente le temps de coagulation du melange reactif PPP, 
cephaline, activateur, CACI 2 . 

b) TCT (pour « Thrombin Clotting Time»): ce parametre est 
* 5 analyse sur un melange de plasma pauvre en plaquette (PPP) eh 
presence de thrombine. Avec une concentration standard de thrombine, 
le temps de coagulation du plasma est constant. Des defauts dans la 
formation de fibrine induisent une augmentation du temps de 
coagulation. 

io c) activite anti-Xa: I'activite anti-Xa de I'heparine ou d'autres 

inhibiteurs agissant sur le facteur FXa est detectee par un test competitif. 
L'echantillon etudie (PPP + ESM-1, + tampon ou + heparine) est 
melange avec le facteur Fxa et un substrat chromogene specifique du 
facteur Fxa. La coloration finale est inversement proportionnelle a la 

15 concentration d'inhibiteur. 



A.9 Test de generation de la thrombine 

Ce test global sensible peut detecter des defauts plasmatiques 
20 ou dans les plaquettes induisant un retard ou une reduction dans la 
generation de thrombine. A partir de sang, un plasma riche en plaquettes 
(PRP) a ete prepare a partir de sang en presence de citrate de sodium 
. . par centrifugation a 150 g pendant 10 min . Le test de generation de la 
thrombine a ete realise, pour chacun des sujets, dans des echantillons 
25 en I'absence de ESM-1 , avec de I'heparinate de calcium non fractionnee 
(0,5 Ul de anti-Xa/ml) ou avec 0,2mg/ml, 0,5 mg/ml et 1 mg/ml de ESM-1 
(concentration finale). 

La proteine ESM-1 a ete ajoutee 1 0 min avant le test. 
A 37 e C, 1 ml de plasma a ete melange avec 1 ml de CaCI 2 et le 
30 chronometre a ete declenche. Des fractions aliquotes de 0,1 ml ont ete 
reprises du melange reactif chaque minute pendant 1 min. 

Le caillot forme dans le melange reactif est regulierement 
elimine. Les fractions aliquotes ont ete melangees avec 0,2 ml de 
fibrinogene (Sigma, 4/1000 dans du tampon Owren a 37°C et le temps 
35 de coagulation a ete mesuree pour chacune des fractions aliquotes). 
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La thrombine formee dans le melange reactif agit sur les 
forminogenes, induisant la formation de fibrine. L'activite de coagulation 
etait maximale entre 4 et 8 min puis a diminue du fait de la neutralisation 
de la thrombine par I'anti-thrombine. 
5 - . ; . • ' • ; • • 

A. 10 Chromatographie analytique par filtration sur gel 

50 pg de ESM-1 glycosylee (ESM/WT) purifi6e et de ESM-1 
non glycosylee (ESM/S137A) purifiee dans du tampon 50 mM Tris, pH 
io 8,5, 0,5 MNAd ont ete separees par chromatographie liquide sur une 
colonne Superdex 200 (pour ESM/WT) ou Superdex . 75 (pour 
ESM/S137A) commercialisee par Pharmacia, en utilisant le systeme de 
chromatographie Biorad Biologic Chromatography System avec un debit 
de 1 ml/min. 

15 Comme standard, on a utilise le kit de calibration de haut et bas 

poids moleculaire (Pharmacia Biotech) suivant : ribonuclease. A (de 
pancreas bovin, 13,7 kD), ovalbumine (43 kD) albumins (serum bovin, 67 
kd), aldolase (muscle de lapiri, 158 kD), ferritine (rate de cheval, 440 kD), 
thirbglobuline (thyroTde bovine, 669 kD). 

20 Les standards de poids moleculaire ont ete separes en utilisant 

un tampon identique a celui utilise pour les proteines ESM-1 et la 
separation a ete realisee immediatement apres la separation des 
proteines ESM/WT et ESM/S137A. Le temps dilution des proteines 
standard a ete utilise pour construire une courbe lineaire standard, Kav = 

25 f(log MR) afin de determiner le poids moleculaire apparent respectif des 
proteines ESM/WT et ESM/S1 37A. 

Des fractions de 1 ml ont ete recueillies et la proteine ESM-1 a 
ete detectee a I'aide d'un test immunoenzymatique (ELISA) specifique. 

30 B. RESULTATS 

B. 1 Modifications post-traductionnelles de la forme secretee de la 
proteine ESM-1 produite par les cellules endothelials et par des 
lignees cellulaires etablies. 
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Afin de determiner si ESM-1 etait maturee comme une molecule 
secretee, comme cela a ete suggere par la presence d'une sequence 
d'aminoacides N-terminale predite comme un peptide signal, la proteine 
ESM-1 a ete purifiee a partir de la lignee cellulaire 293-ESM. 
5 La sequence N-terminale de la forme de 50 kD a indique que le 

peptide signal de 19 acides amines etait dive au site predit, r6sultant en 
un polypeptide ESM-1 mature de 165 acides amines commencant au 
residu tryptophane en position 20 de la sequence SEQ ID N°1, la 
sequence N-terminale etant « WSNNYAVD-P ». 
10 ESM-1 a ete immunoprecipite a partir des sumageants de 

cultures cellulaires des cellules HUVEC, SV1, 293-ESM et CHO-ESM, 
puis analyses par immuno-empreinte. 

Dans les sumageants des cellules HUVEC, il a ete montre 
precedemment que ESM-1 migrait sous la forme d'une bande diffuse a 
15 environ 50 kD. 

Une bande similaire en taille a ete observee avec les 
sumageants des cellules SV1 , 293-ESM et CHO-ESM (figure 1 A). 

Le poids moleculaire retrouv6 est plus important que le poids . 
moleculaire predit. Ce resultat a suggere que la forme secret6e de ESM- 
20 1 avait subi des modifications post-traductionnelles. Le fait que la 
proteine ESM-1 purifiee etait mieux coloree sur le gel SDS-PAGE avec le 
bleu alcian qu'avec le bleu de coomassie a suggere que ESM-1 etait 
glycosylee (figures 1B, 1C) plutot que oligomerisee au travers de pont 
disulfure, du fait que des conditions reductrices ne modifient pas le poids 
25 moleculaire apparent de ESM-1 . 

B.2. Le residu s§rine en position 137 (SEQ ID N°1) est le site de O- 
glycosylatlon de ESM-1. 

30 Une analyse par ordinateur des sites de glycosylation 

potentielle a permis d'identifier trois sites putatifs de O-glycosylation, 
respectivement pour la serine en position 16, sur la threonine en position 
120 et sur la serine en position 127, mais aucun site de N-glycosylation. 
Le residu threonine en position 120 et le residu serine en 

35 position 1 37 ont ete mutes et remplaces par un residu alanine. 
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Ces mutants ont ete exprimes de maniere transitoire dans les 
cellules 293. 

La proteine ESM-1 a ensuite ete immunoprecipitee a partir des 
lysats cellulaires et des sumageants de culture, et analyses par immuno- 
5 empreinte. 

La proteine ESM/T120A migre a 50 kD, a une position similaire 
au poids moleculaire apparent de la forme sauvage de ESM-1 
(ESM/WT), comme cela est montre a la figure 2A. 

Au contraire, la proteine ESM/S137A migre a 22 kD 
10 correspondant a la forme intra-cellulaire de ESM-1 (figure 2A) , un poids 
moleculaire compatible avec le poids moleculaire predit.de ESM-1 . 

Les immunoprecipitations realisees a partir des cellules COS et 
CHO transferees transitoirement ont donne les m§mes resultats, 
indiquant que seul le residu serine en position 137 constituait un site de . 
15 glycoconjuguaison dans tous les modeles cellulaires etudies. 

Afin de determiner la longueur du glycosaminoglycane (GAG), 
de ESM-1 , le corps peptidique de ESM-1 a ete completement digere par 
. la proteinase K. . . 

Le traitenient par la proteinase K induit un changement dans le 
20 poids moleculaire de 50 kD a 25-30 kD (figure 26). Ces resultats 
montrent que la bande de poids moleculaire apparent a 50 . kD est 
compatible avec la presence d'un polypeptide de 22 kD qui est 
glycoconjuguee sur la serine en position 137 par une chatne GAG d'une 
taille moyenne de 25-30 kD. 

25 

B.3 La chame GAG DE ESM-1 est sensible a la chondroTtinase ABC 

Afin de caracteriser la chaTne GAG de ESM-1 , la proteine ESM- . 
1 a ete tout d'abord digeree par la chondroTtinase ABC. Le traitement par 
30 la chondroTtinase ABC a reduit le poids moleculaire de la proteine ESM-1 
secretee a 22 kD (figure 3A), suggerant que le carbohydrate de ESM-1 
est une chaTne du type chondro'itine. 

Le profil est similaire avec la proteine ESM-1 purifiee a partir 
des cellules 293-ESM ainsi qu'a partir de la lignee cellulaire endotheliale 
35 humaine SVI. Du fait que la proteine ESM-1 circule dans le sang, non a 
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egalement etudie le comportement de la proteine ESM-1 purifiee a partir 
de plasma humain. Les resultats permettent d'observer une bande 
unique principale de 50 kD, qui a un poids moleculaire de 22 kD apres 
traitement avec la chondrortinase ABC, comme pour I'ensemble des 
5 autres lignees cellulaires etudiees (figure 3A). Ainsi, la proteine ESM-1 
est un proteoglycane soluble contenant une chatne unique de sulfate de 
chondroTtine. 

B.4 La chaine GAG de ESM-1 est une chafne heterogene de 
10 chondroi'tine/dermatane sulfate. 

Afin de mieux determiner le type de motif dit « saccharidiques » 
qui constitue la chatne GAG de ESM-1 , on a utilise plusieurs enzymes 
specifiques, telles que les chondroitinases B, AC et C. 
15 Le traitement a la chondrottinase B reduit le poids moleculaire 

. apparent de 50 kD a 22 kD (figure 3B). 

Un profil similaire a ete observe apres traitement de l'ESM-1 par 
les chondroftinases AC et C (figures 3C, D) ; 

Ces traitements enzymatiques differents indiquent que la chatne 
20 GAG de ESM-1 contient differents motifs composites contenant un type 
de sucre amine, la N-acetylgalactosamine, couplee a I'acide iduronique 
ou glucuronique differemment sulfatee. 

Ces differents motifs seraient pris en alternance dans la chatne, 
et seraient presents au debut de la chatne, a proximite des dissacharides 
25 sulfates N-terminaux qui persistent sur le corps proteique apres digestion 
a la chondrottinase, du fait que tous les traitements a la chondroftinase 
conduisent aux memes poids moleculaire apparents reduits de 22 kD. 

B.5. Activite biologique du proteoglycane soluble ESM-1 sur la 
30 coagulation 

Du fait que la proteine ESM-1 est secretee comme un 
prot§oglycane du type chondrottine/dermatane sulfate par les cellules 
endotheliales et du fait que le sulfate de dermatane presente des effets 
sur la generation de thrombine in vitro DELORME et al., (1996) et sur la 
35 coagulation, I'activite anticoagulante potentielle de ESM-1 a ete verifiee 
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sur les parametres APTT, TCT, I'activite anti-Xa et sur la generation de 
thrombine. 

Les resultats sont representes dans le tableau 1 cl-apres. 

5 TABLEAU 1 

Activite bioloaique du proteoalycane ESM-1 sur la coagulation 





APTT(sec) 


TCT(sec) 


Activite Anti-Xa (Ul/ml) 


PPP + tampon 


30,6 


16.5 


0 


PPP + ESM-1 (0,2ug/ml) 


30,8 


17,5 


0 


PPP + ESM-1 (0,5 pg/ml) 


31 


18,8 


0 


PPP + ESM-1 (1 pg/ml) 


31,8 


20,7 


0 


PPP+ heparine 


89 


39 


0,45 



Les resultats du tableau 1 montrent que la proteine ESM-1 aux 
10 differentes doses importantes de 0,2 mg/ml a 1 mg/ml ne modifient pas 
les differents parametres testes. 

Les parametres APTT, TCT et activite anti-Xz sont similaires 
pour le plasma pauvre en plaquettes (PPP) avec le tampon ou avec la 
proteine ESM-1. 

15 Dans les temoins positifs, les activites APTT, TCT et anti-Xa 

sont plus grandes pour le PPP en presence d'heparine. 

De plus, la proteine ESM-1 n'a pas d'effet inhibiteur sur le test 
de generation de la thrombine: on observe aucune difference selon les 
concentrations de 0,2 mg/ml, 0,5 mg/ml et 1 mg/ml de ESM-t par rapport 

20 au temoin tampon, alors que I'heparine induit un retard dans la formation 
de thrombine (figure 4). 

EXEMPLE 2; 

Effet de la proteine ESM-1 sur I'activite mitoaene du facteur HGF/SF 

25 

A. Materiels et Methodes 

L'activite de stimulation de la proliferation a ete determinee en 
mesurant I'incorporation de 3 H thymidine par les cellules 293. 
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Les cellules 293 ont ete ensemencees a la concentration de 1 x 
10 4 cellules par puits dans des microplaques a 96 puits du type TPP et 
ont ete maintenues pendant 24 heures dans le milieu de culture DMEM 
additionnees de transf erine et d'insuline. 
5 Le HGF/SF recombinant humain a ete dilue dans du PBS 

contenant 0,1% de serum albumine bovine et ajoute par I'eau de 3 puits 
identiques afin d'obtenir une concentration finale de 50 ng/ml. 

Les proteines recombinantes ESM/WT, ESM/S137A, la chaTne 
GAG purifiee derivee de ESM-1 et la decorine ont ete ajoutees seules ou 
10 en association avec le facteur HGF/SF a des doses allant de 1 ng/ml a 
2,5 ug/ml, simultanement a I'addition de HGF/SF. 

Apres 96 heures de culture, les cellules ont ete incubees avec 
0,5 uCi de 3 H thymidine par puits pendant 16 heures et rincorppration de 
3 H thymidine a ete determinee a I'aide d'un compteur a scintillation du 
15 type Topcount Microplate Scintillation Counter (Packard). 

„ Les tests ont ete realises sur des lots de trois puits identiques. 
La viabilite cellulaire a ete mesuree a I'aide du test de reduction 

de MTT. 

20 B. RESULTATS 

L'effet de la proteine ESM-1 sur I'activite du facteur HGF/SF a 
eteetudie. 

L'incorporation de 3 H-thymidine par les cellules 293 a ete 
25 mesuree en presence de HGFSF a 50 ng/ml seule ou en association 
avec differentes quantites de ESM/WT. 

Dans un premier lot d'experiences, on a observe que le HGF/SF 
seul a 50 ng/ml induisait une proliferation des cellules 293 a un niveau 
egal a environ 45% de la proliferation induite par le serum, alors que la 
30 proteine ESM/WT seule ne stimulait pas la proliferation des cellules 293. 

En revanche, lorsqu'elle est combinee au facteur HGF/SF, la 
proteine ESM/WT augmente considerablement la proliferation des 
cellules 293 induites par HGF/SF avec une augmentation de 162,3%, 
lorsque' la proteine est testee a la concentration de 2,5 ug/ml (figure 5). 



WO 02/38178 



42 



PCT/FR01/03475 



Cet effet d'augmentation de la proteine ESM-1 sur I'activite 
HGF/SF est dependant de la dose ESM-1 et commence a etre 
significative a la dose de 10 ng/ml (figure 6). 

De plus, on a compare I'effet de la proteine ESM/WT a I'effet de 

5 la decorine, un autre proteoglycane du type chondrortine 
sulfate/dermatane sulfate, sur I'activite mitogene du facteur HGF/SF. Au 
contraire de la proteine ESM/WT, la decorine ne presente aucune activite 
d'augmentation de la proliferation des cellules 293 induites par le facteur 
HGF/SF (figures 5, 6). 

10 Ces resultats indiquent que la proteine ESM-1 a un effet 

specifique sur I'activite mitogene du facteur HGF/SF. 

Afin d'examiner rimplication respective du corps proteique de 
ESM-1 et de la chaTne GAG sur I'activite d'augmentation de I'effet 
mitogene, on a mesure rincorporation de 3 H-thymidine par les cellules 

15 293 en presence de HGF/SF additionnees de differentes concentrations 
de ESM/S 1 37 A non glycosylee et de la chaTne GAG derivee de ESM-1 , 

La forme non glycosylee de ESM-1 est incapable d'induire une 
proliferation des cellules 293, que ce soit en presence ou en I'absence 
du facteur HGFSF (figure 5), merne lorsque elle est utilisee a haute 

20 concentration. 

Au contraire, la chaTne GAG purifiee a partir de ESM-1 
augmente considerablement la proliferation des cellules 293 induites par 
le facteur HGF/SF, avec un facteur d'augmentation proche de 96,6%, 
comparee au facteur HGF/SF seul (figure 5). L'effet pro-mitogene de la 

25 chaTne GAG est moindre que celui observe avec la forme sauvage de la 
proteine ESM-1, mais cet effet est neanmoins dependant de la dose de 
chaTne GAG ajoutee (figure 6). 

Les resultats detailles ci-dessus demontrent clairement que la 
proteine ESM/WT augmente la proliferation des cellules 293 induites par 

30 le facteur HGF/SF et que cette activite pro-mitogene est specifique et 
due a la chaTne GAG du type chondroTtine sulfate/dermatane sulfate de 
ESM-1. 

De manfere generate, le facteur HGF/SF est exprime durant les 
critiques periodes precoces de I'organogenese humaine de 6 a 13 
35 semaines de gestation. Les organes qui expriment le gene de HGF/SF 
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sont notamment le foie, le rein metanephrique, I'intestin et le poumon, 
chacun de ces organes se developpant par interaction inductive entre le 
mesenchyme et I'epithelium. De plus, le facteur HGF/SF est un facteur 
important dans la dysplasie multicystique renale humaine (TAKAYAMA 
5 et al., 1997) ainsi que dans I'apparition de malformation et 
d'hyperproliferation dans les tubules. Les resultats presentes ci-dessus 
indiquent que la proteine ESM-1 augmente significativement la 
proliferation des cellules du rein embryonnaire en presence de HGF/SF 
alors que la forme non glycosylee et de la proteine ESM-1 n'a pas d'effet. 
10 De plus, la chatne GAG isolee a partir de la proteine ESM-1 est capable \ 
de mimer les effets de la proteine glycosylee ESM/WT. Ces . resultats 
demontrent clairement que I'activite biologique de ESM-1 sur la fonction 
du facteur HGF/SF est mediee principalement par sa chalne GAG. On 
peut noter que Ja decorine, un autre proteoglycane du type chondro'ftine 
15 sulfate/dermatane sulfate secrete par les cellules endothelials et qui est 
capable de se fixer sur le facteur HGF/SF (CELLA et al. , 1992) n'a pas 
d'effet sur I'activite de HGFSF. Ces comparaisons indiquent une 
specificite d'action de la prot6ine ESM-1 sur I'activite du facteur HGF/SF 
requerant une composition de la chaine GAG differente de la chatne 
20 GAG des proteoglycanes appartenant a la famille des proteoglycanes a 
petites repetitions riches en leucine (« small leucine reach repeats »). 

Dans le rein, la proteine ESM-1 est detectee selectivement dans 
les tubules distaux, le resultat qui peut etre associe a I'observation de la 
localisation preferentielle du facteur HGF/SF dans la meme partie du 
25 nephron dans des situations de dysplasies multicystique renale humaine. 
(WEIDNER et al., 1993). Ces resultats indiquent une application de la 
proteine ESM-1 dans des troubles pathologiques dependant du facteur 
HGF/SF, qui a egalement ete montre comme etant associe dans le 
developpement de cancers du sein (RAHIMI et al., 1998), du rein 
30 (NATALI et al, (1996)) et du poumon (OTSUKA et al. , 1998) mais aussi 
dans les melanomes malins (SIEGFRIED et al., 1998). Ainsi, le facteur 
HGF/SF est susceptible de favoriser I'extension de I'hyperplasie et 
d'engendrer des cellules avec un phenotype invasif. La proteine ESM-1 
est susceptible d'etre impliquee dans ces phenomenes d'activites 
35 mitogenes deregules du facteur HGF/SF. 
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EXEMPLE 3 : 

Preparation d'un compose antagonlste de la proteine ESM-1 du type 
anticorps. 

Afin d'obtenir des anticorps monoclonaux anti-ESM-1 diriges 
contre la region N-terminale de la proteine ESM-1 riche en residus 
cysteine, la forme native de la proteine ESM-1 produite par la lignee 
cellulaire CHO transferee par un vecteur d'expression contenant un 

10 insert d'ADN codant pour la proteine ESM-1 a ete purifiee. 

L'ADNc de ESM-1 est insere dans le vecteur d'expression 
eucaryote pcDNA3 (In vitrogen) puis transfecte dans les cellules CHO 
avec la lipofectami.ne (GIBCO) selon les recommandations du fabricant. 
48 heures apres la transfection les cellules sont repiquees en presence 

15 d'un agent de selection (G418, Gibco) a la dose de 1000 
microgramme/ml). Apres deux semaines de selection, les cellules CHO 
. resistantes au G418 sont clonnees par dilution limite. Des clones 
exprimant ESM-1 sont ensuite selectionnes et appeles CHO-ESM 
(depose a la CNCM). 

20 Pour la production, les cellules CHO-ESM sont cultivees en 

suspension dans un milieu conditionne sans serum de veau foetal (milieu 
CHO SFM II, Gibco). Le sumageant est ajuste a pH 8 et paesse sur une 
cdlonne de DEAE-sepharose (Pharmacia). La colonne est lavee avec un 
tampon 50 mM Tris, pH 8, 0,2 M NaCI. La molecule ESM-1 est eluee 

25 dans un tampon 50 mM Tris, pH 8, 1 M NaCI. L'eluat est ensuite dilue au 
1 :4 dans un tampon 50 mM Tris, pH 8 et incube en presence d'anticorps 
monoclonal anti-ESM-1 (MEC4) immobilise sur agarose (Biorad). Apres 
une nuit d'incubation a 4°C sous agitation les billes d'agarose sont 
lavees avec le tampon 50 mM Tris, pH 8, 0,2 M NaCI. ESM-1 est elue 

30 avec 3 M MgCI 2 . L'eluat est concentre et dialyse dans le tampon 50 mM 
Tris, pH 8, 0.5 M NaCI et stocke a -70°C. 
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Des souris Balb/C ont ete immunises par injection de 10 pm 
de proteine ESM-1 recombinante purifiee par souris, selon un protocole 
^immunisation standard en presence d'adjuvant de Freund. 

Les cellules d'hybridome s6cr6tant les anticorps monoclonaux 
5 anti-ESM-1 ont ete obtenues par fusion, criblage et sous-clonage selon 
la technique decrite par BECHARD et al. (2000). 

Cinq clones cellulaires d'hybridome ont §te obtenus et ont ete 
design6s generiquement MEC (« Mouse Monoclonal Antibody to ESM-1 
produced by CHO Cells »). 
io Quatre des hybridomes s6lectionnes sont des isotypes lgG1,k 

respectivement les hybridomes design6s MEC4, MEC5, MEC15 et 
MEC36. 

Uun des hybridomes est Tisotype lgM,k, Thybridome MEC11. 

Les clones cellulaires d'hybridomes ont ete cultives dans du 
15 milieu de culture en Tabsence de s§rum et les anticorps anti-ESM-1 ont 
ete purifies .par .chromatographie sur colonne de proteine G-Sepharose 
commercialisee par la Societe Pharmacia (UPSALA, Suede). 
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EXEMPLE 4: 

Preparation d'un compose antaaoniste de la proteine ESM-1 du type 
polypeptide 

5 La mutagenese dirigee a ete realisee avec le kit commercialise 

par la Societe STRATAGENE sous la reference « Site-directed quick 
mutagenesis kit », qui a ete utilise selon les recommandations du 
fabricant. 

Brievement, un couple d'amorces aller et retour de sequences 
10 strictement complementaire sont synthetisees, ces amorces comprenant. 
les nucleotides codant pour le ou les acides amines mutes, ou les 
nucleotides complementaires, ces nucleotides etant localises au centre 
de la sequence des amorces qui comprennent aussi environ 10 a 15 
nucleotides consecutifs complementaires de la sequence a amplifier a la 
15 fois en 5' et en 3' des nucleotides centraux. 

Apres amplification par PCR, les polynucleotides amplifies 
codant pour la proteine ESM-1 mutee sont inseres dans le vecteur. 
pCDNA3. 

On a utilise respectivement les couples d'amorces suivants: 

20 

a) Pour la proteine ESM-1 F115A 

Amorce aller : 5-GCC TGA AAT TCC CCG CCT TCC AAT ATT CAG-3' 
(SEQIDN°3). 

25 

Amorce retour : 5'-CTG AAT ATT GGA AGG CGG GGA ATT TCA GGC- 
3' 

( SEQ ID N°4). 

30 b) Pour la proteine ESM-1 F116A 

Amorce aller : 5'-CCT GAA ATT CCC CTT CGC CCA ATA TTC AGT 
AAC C-3' (SEQ ID N°5). 
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Amorce retour : 5'-GGT TAC TGA ATA TTG CGC GAA GGG GAA TTT 
CAGT G-3' (SEQ ID N°6). 

c) Pour la proteine ESM-1 F115 F116A 

5 

Amorce aller : 5'- CCT GAA ATT CCC CGC CGC CCA ATA TTC AGT 
AAC C-3' (SEQ ID N°7). 

Amorce retour 5'- GGT TAC TGA ATA TTG GGC GGC GGG GAA TTT 
10 . CAG G-3'- (SEQ ID N°8). . 

EXEMPLE 5:Activite oro-tumoriaene de la proline ESM-1 
. glycosylee. 

15 A. MATERiELS et METHODES 

A.1. Lignees cellulairestHEK T. HEK ESM/WT, HEK ESM/S137A, HEK 
ESM/69, HEK ESM/71, HEK ESM/73. 

20 On a utilise la lignee cellulaire nommee HEK ESM/WT 

transferee de facon stable avec I'ADNc codant pour la forme sauvage 
de ESM-1 (ESM/WT). Quatre autres lignees cellulaires sont obtenues 
par transfection avec de I'ADNc codant pour des formes purifiees de 
ESM-1 obtenues par mutagenese dirigee a partir de la forme sauvage. 

25 La premiere d'entre elle, appelee HEK ESM/S137A, exprlme la proteine 
ESM-1 mutee, non glycosylee, oCi une alanine est substitute a la serine 
137, site majeur de O-glycosylation. Les trois autres lignees exprimant 
une forme glycosylee de ESM-1 dont la partie proteique est mutee. II 
s'agit des lignees HEK ESM/F115A (remplacement de la phenylalanine 

30 en position 134, HEK ESM/71 (remplacement de la phenylalanine en 
position 135) et HEK ESM/F115A, F1 16A (double deletion remplacement 
134-135). 

Ainsi, six lignees cellules produisant differentes formes de ESM- 
1 sont utilisees: 
35 - HEK temoin, ne secretant pas de ESM-1 ; 
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- Forme sauvage de ESM-1: HEK ESM/WT; 

- Forme deglycosylee de ESM-1: HEK ESM/S137A; 

- Formes glycosylees dont la partie proteique est mutee au 
niveau de la region 115-116; HEK-ESM/69, HEK-ESM/71, HEK ESM/73. 

5 

A2. Modele murin de tumeurs x6nog6njgues 

Les souris utilisees sont de type SCID (Severe Combined 
IMMUNO Deficience). II s'agit plus precisement de souris C.B.17 

10 Scid/scid foumies par I'animalerie de I'lnstitut Pasteur de Lille. Ces souris 
presentent une mutation autosomale recessive au niveau de leur 
systeme de recombinaison (Blunt, 1995). Cette mutation a pour 
consequence la production d'immunoglobulines et de recepteurs de 
cellules T (TcR) et B 5BcR) non fonctionnels. De ce fait, elles ne 

is possedent pas de lymphocytes T et B fonctionnels; ces souris tolerent 
done le non-soi et represented un modele de choix pour le 
developpement de tumeurs xenogeniques. Les souris SCID utilisees sont 
des souris males et jeunes puisque agees de 3 a 5 semaines. Pour 
chacune d'entre-elles, une injection intra-peritoneale d'anticorps anti- 

20 ascialo GM-1 (100 ug par souris dilue dans 200 pi de RPMI) est realisee 
24 heures avant I'injection des differentes lignees cellulaires. II s'agit 
d'anticorps polyclonaux de lapin (Wako Pure Chemical Industries, Ltd) 
diriges specifiquement contre I'antigene asialo GM-1 exprime par les 
cellules NK. Des travaux ont montre que ('utilisation de ces anticorps 

25 dans des modeles murins permet de neutraliser I'effet cytotoxique de 
cellules NK et de favoriser la greffe tumorale (Mather G et al. (1994). 

Quatre lots de souris (10 a 15 souris par groupe) anesthesiees 
a I'ether, sont ensuite injectes, par voie sous-cutanee au niveau du dos. 
Chaque souris recoit 1 million de cellules diluees dans 200 \i\ de RPMI. 

30 L'injection de ces cellules definit le premier jour de I'experience (Jo). 
Pour chaque souris, une surveillance macroscopique du point d'injection 
a la recherche de l'apparition d'une eventuelle tumeur ainsi qu'une 
mesure du poids corporel sont realisees de facon hebdomadaire. A partir 
de la 5eme semaine, les souris sont saignees (environ 500 pi par souris), 

35 une fois par semaine, afin de doser les taux seriques de ESM-1 par un 
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test ELISA (BECHARD D et al., 2000). Pour chaque souris, un examen 
anatomo-pathologique est realise. 

B.RESULTATS 

5 . ■■ 

B.1 .Induction de tumeurs chez la souris par la proteine ESM-1 
glycosylee. 

Des cellules HEK ont ete transfectees par un vecteur possedant 
10 un insert contenant TADNc codant pour la proteine ESM-1 sauvage 
glycosylee, designee ESM/WT. Les cellules HEK sont injectees par voie 
sous-cutanee a des souris SCID agees de 5 semaines. Chaque souris 
regoit.prealabiement une injection d'anticorps anti-asialo GN-1 par voie . 
intraperitoneale. 

15 On a analyse le pourcentage de tumeurs ayant un volume 

superieur a 1 cm 3 observe chez les souris a la huitieme semaine suivant 
I'lnjection des cellules HEK transfectees. 

Les resultats sont representes sur la figure 7. 

A la figure 7A, on observe que I'injection de cellules HEK 

20 temoins n'induit pas I'apparition de tumeurs chez la souris. En revanche, 
les cellules HEK transfectees avec un ADN codant pour la proteine ESM- 
1 glycosylee induisent de nombreuses tumeurs macroscopiquement 
visibles, dont approximativement 95% d'entre elles ont un volume 
tumoral superieur a 1 cm 3 . 

25 La figure 7B illustre la cinetique d'apparition des tumeurs chez 

des souris qui ont regu les cellules HEK transfectees avec un ADN 
codant pour la proteine ESM-1 glycosylee. On peut observer que le 
volume tumoral moyen, exprime en cm 3 , crolt continuellement des ia 
quatrieme semaine suivant I'injection des cellules HEK transfectees. 

30 Les resultats experimentaux presentes a la figure 7 demontrent 

clairement que la proteine ESM-1 glycosylee a une activite pro-tumorale. 

On a egalement mesure les taux seriques de proteine ESM-1 
chez des souris ayant regu les cellules HEK temoins et chez les souris 
ayant regu les cellules HEK transfectees par I'ADNc codant pour la 

35 proteine ESM-1. 
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Les resultats sont represents sur la figure 8. 
Les resultats illustres d la figure 8A montrent que la proteine 
ESM-1 n'est pas retrouv6e dans les serums des souris ayant regu les 
cellules HEK temoins. Au contraire, un taux s§rique de 40 a 50 
5 nanogrammes par ml est retrouve chez les souris ayant regu Jes cellules 
HEK transferees avec I'ADNc codant pour la proteine ESM-1 £ la 
huitfeme semaine suivant rinjection des cellules. 

On a aussi analyse la cinetique des taux s6riques de ESM-1 
chez les souris ayant regu la cellule HEK transfectee exprimant la 
10 proteine ESM-1 glycosylee (ESMA/VT). 
. . Les resultats sont repr§sentes a la figure 8B. . 

On peut observer qu'une quantite detectable de proteine ESM-1 
est retrouvee dans le serum, des souris d6s la cinquieme semaine . 
suivant 1'injection des cellules et que le taux serique s'accroTt rapidement 
15 et continuellement de la cinquieme a la douzieme semaine suivant 
Tinjection des cellules. 

Les resultats experimentaux illustr6s d la figure 8 montrent que 
les tumeurs qui se sont developpees chez les souris ayant regu les 
cellules HEK transfectees produisent la proteine ESM-1. De plus, la 
20 quantite de proteine ESM-1 produite dans la circulation suit la cinetique 
de d6veloppement des tumeurs chez les souris. 

EXEMPLE 6: 

Activite pro-tumoriqene de differentes formes de la proteine ESM-1. . 

25 

A, MATERIELS ET METHODES 

Les materiels et m§thodes utilises dans cet exemple sont 
identiques ^ ceux decrits pour I'exemple 5. 

30 

B. RESULTATS 

Les cellules HEK ont ete transfectees respectivement par des 
vecteurs possedant un insert d'ADN codant respectivement pour la forme 
35 sauvage de ESM-1 (ESM/WT), une forme non glycosylee de ESM-1 
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(ESM/S137A) et une forme glycosylee de ESM-1 mutee au niveau des 
residus phenylalanine en positions 134 et 135 qui ont ete remplaces 
chacun par un residu alanine (ESM/73). Les differentes cellules 
transferees ont ete injectees par voie sous-cutanee a des souris SCID 
5 agees de 5 semaines et ayarit prealablement recues des anticorps anti- 
asialo GM-1 . 

On a analyse le pourcentage de tumeurs macroscopiquement 
visible ayant un volume tumorale superieur a 1 cm 3 chez les differents 
lots de souris. Les resultats sont representes a la figure 9A. 

io Les resultats de la figure 9A montrent que seule la proteine 

ESM-1 glycosylee est capable d'induire des tumeurs chez la souris. Ni la 
proteine ESM-1 non glycosylee, ni la proteine ESM-1 glycosylee mais 
mutee sur les residus phenylalanine en positions 134 et 135 ne sont. 
capables d'induire le developpement de tumeurs chez les souris SCID. 

15 On a egalement analyse le taux serique de proteine ESM-1 

circulante dans les differents lots de souris. Les resultats sont 
representes a la figure 9B. 

Les resultats de la figure 9B montrent que des taux detectables 
de proteine ESM-1 serique ne peuvent etre mesures, a la huitieme 

20 semaine suivant ('injection des cellules, que chez les souris ayant recti 
les cellules HEK exprimant la proteine ESM-1 glycosylee (ESM/WT). 

Ni les souris injectees avec des cellules exprimant la proteine 
ESM-1 non glycosylee (ESM/S137A), ni les souris ayant recu les celjules 
25 HEK exprimant la proteine ESM-1 glycosylee et mutee HEK-ESM/F1 15A, 
F116A) ne produisentde proteine ESM-1. 

L'ensemble des resultats presentes dans cet exemple confirme 
le pouvoir pro-tumorigene de la proteine ESM-1 glycosylee. 

Les resultats montrent aussi que des formes non glycosylees de 
30 la proteine ESM-1 ou encore des formes mutees de la proteine ESM-1 
peuvent se comporter comme des antagonistes de cette prot§ine et 
poss6der un pouvoir preventif et/ou curatif a regard de pathologies 
cancereuses. 
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EXEMPLE 7: 

Dosage de la proteine ESM-1 circulante chez des patients atteints 
de cancers bronchopulmonaires a differents stades de 
d6veloppement. 
5 A. Materiels et methode. 

Le test d'immuno-detection consiste en un test immuno- 
enzymatique du type « sandwich » dont les caracteristiques generates 
sont identiques a celui decrit par BECHARD et al. (2000). 

10 L'anticorps monoclonal anti-ESM-1 produit par la lignee 

d'hybridomes MEP14 (CNCM N°l-1942) a 6t6 dilu6 a la concentration de 
~5pg7ml dans un tampon carbonate 0,1 M, pH 9,5, et adsorbe pendant 
une nuit a +4°C sur une plaque 96 puits (plaque E.I A/R.IA, Costar, 
Cambridge, MA, USA). 

15 La plaque a ete satur6e pendant une heure a la temperature du 

laboratoire avec un volume de 200 pl/puits de tampon PBS contenant 
0,1% de serum albumine bovine et 5mM de EDTA, puis lavSe deux fois 
avec un tampon ELISA (le tampon PBS ci-dessus additionne de 0,1% de 
Tween 20). 

20 Un calibrage a ete realise avec la proteine ESM-1 purifiee selon 

la technique decrite par BECHARD et al, (2000). . 

Les echantillons de sang ont ete dilues en serie (1:2 a 1:128), 

dans un tampon ELISA et incubes sur une plaque ELISA pendant une 

heure a la temperature du laboratoire. 
25 Les puits ont ete laves trois fois avec un tampon ELISA puis 

incubes pendant 1 heure a la temperature du laboratoire avec un second 

anticorps monoclonal dirig6 contre ESM-1, Tanticorps MEC15 (CNCM 

N°l-2572) a la concentration de 0,1pg/ml dans 100 \i\ de tampon par 

puits. 

30 Apr6s trois lavages, on a ajoute un anticorps monoclonal de rat 

biotinyle dirige contre les lgG1 de souris (commercialise par 
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PHARMINGEN) dilue dans un tampon ELISA et Iaiss6 incuber ce second 
anticorps pendant une heure . 

Apres trois lavages dans le tampon ELISA, les puits ont ete 
incubes avec un conjugue de streptavidine-peroxydase a fa dilution 
5 1 :1 0.000 v/v (commercialise par la Societe ZYMED). 

Apres 30 minutes d'incubation avec le conjugue streptavidine- 
peroxydase, on realise trois lavages de chaque puits dans un tampon 
ELISA puis deux lavages dans un tampon PBS. 

Le conjugue streptavidine-peroxydase est revele avec le 
10 substrat TMB commercialism par la Societe SIGMA (Saint-Louis, MO, 
USA) en presence de 255 ul de H 2 0 2 pendant 30*. 

La reaction de revelation est stoppee par I'additibn d'un volume 
de 100uldeH 2 SO 4 2N. 

La plaque est lue a I'aide d'un spectrophotometre (anthos labtec 
is LP40, France) a la longueur d'onde de 405 nanometres. 

La concentration de la proteine ESM-1 plasmatique ou serique 
est calculee a partir des mesures de densite optique et exprimee en 
nanogrammes par ml. 



20 B. RESULTATS 

On a mesure la concentration de proteine ESM-1 circulante 
dans le serum de differents patients porteurs d'un cancer broncho- 
pulmonaire a differents stades de developpement, respectivement au 
25 stade I, II, IIIA, 1MB et IV selon la classification internationale TNM qui est 
definie ci-apres: 

T = taille de la tumeur (T1: < 1 cm; T2: entre 1 et 3 cm; T3:> 3 

cm. 

N = nodule ganglionnaire (NO si non envahi; N1 si envahi). 
30 M = metastase a distance (MO si pas de meastase; M si 

metastase). 
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Les patients atteints (fun cancer au stade I presentent une 
concentration serique de proteine ESM-1 de 1,43 +/- 0,76 
nanogrammes/ml (n = 3). 

Les patients atteints d'un cancer bronchopulmonaire au stade II 
5 presentent une concentration serique de la proteine ESM-1 de 0,72 +/- 
0,39 nanogrammes/ml (n = 3). 

Les patients atteints d'un cancer bronchopulomonaire au stade 
Ilia presentent une concentration de proteine ESM-1 circulante de 0,9 +/- 
0,53 nanogrammes/ml (n= 2). 
io Les patients atteints d'un cancer bronchopulmonaire au stade 

NIB presentent une concentration de proteine ESM-1 circulante de 3,1 +/- 
2,17 nanogrammes/ml (n = 3). 

Les patients atteints d'un cancer bronchopulmonaire au stade 
IV presentent une concentration de proteine ESM-1 circulante de 3,1 +/- 
15 1 ,91 nanogrammesd/ml (n = 1 1 ). 

Les resultats presentes ci-dessus montrent que le taux s6rique 
de proteine ESM-1 augmente en fonction du stade devolution du cancer. 
Une relation claire est done demontrSe entre le niveau de production de . 
la proteine ESM-1 dans la circulation sanguine et la sev§rite d'un cancer 
20 chez un patient. 

EXEMPLE 8 : Activite anti-tumorale d'un compose antaqoniste de 
ESM-1 du type anticorps. 

A. MATERIEL ET METHODE 

25 Les anticorps mdnoclonaux MEP-08 sont injectes par voie 
intraperitoneale a la dose de 400 pg a partir de la deuxieme suivant 
I'inoculation des cellules HEK/ESM-WT. Les injections sont repetees de 
fa?on hebdomadaire pendant 12 semaines. Un anticorps controle, MEP- 
14, est utilise dans les memes conditions. Les souris sont sacrifices 

30 lorsque leur volume tumoral est superieur a 6 cm 3 , (n > 8 souris dans 
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chaque groupe). La figure represente le pourcentage de souris vivantes 
dans chacun des groupes. 

B. RESULTATS 

5 Dans la mesure ou la phenylalanine en position 115 est 

indispensable au developpement tumoral, elle constitue une nouvelle 
cible therapeutique. C'est la raison pour laquelle les anticorps 
monoclonaux MEP-08 anti-ESM-1, produits par la lignee d'hybridome 
MEP-08 deposee a la CNCM sous le n°l-1941, diriges specifiquement 
10 contre cette region ont ete produits et injectes au groupe de souris HEK- • • 
ESM/WT. lis ont pour but d'etudier le role du peptide de ESM-1 dans le 
d6veloppement tumoral et d'evaluer un eventuel effet therapeutique. Afin 
d'eliminer un effet anti-tumoral dependant du fragment Fc de I'anticorps 
(reaction d'ADCC), un anticorps controle de meme isotype mais 
15 reconnaissant un epitope different a 6te utilise parallelement et dans les 
. memes conditions. 

La figure 10 montre que les injections precoces d'anticorps 
MEP-08 augmentent la survie des souris de facon significative de pres 
de 60% alors que les anticorps MEP-14 n'ont pas d'effet. Ces premiers 
20 r§sultas montrent qu'il s'agit d'une action specifique liee au fragment Fab 
de I'anticorps dirige specifiquement contre la phenylalanine en position 
115 et confirment I'implication du peptide dans la croissance tumorale. II 
est surprenant de constater que cet effet sur la survie diminue lorsque 
les anticorps sont administres de facon retardee. 
25 Quelle que soit la semaine ou debutent les injections, les 

anticorps peuvent retarder ou empecher la croissance tumorale. Cet effet 
anti-tumoral reste plus prononce lorsque les anticorps sont utilises 
precocement. 
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REVENDICATIONS 

1. Utilisation d'un compose antagoniste de la proteine ESM-1 
pour la fabrication d'un medicament pour le traitement d'un cancer. 
5 .2. Utilisation selon la revendication 1 , caracterisee en ce que le 

compose antagoniste de la proteine ESM-1 consiste en un anticorps se 
liant specifiquement a la proline ESM-1. 

3. Utilisation selon la revendication 2, caracterisee en ce que le 
compose antagoniste du type anticorps se lie specifiquement a I'un des 

10 determinants antigeniques AgD1 , AgD2 ou AgD3 de la proteine ESM-1 . 

4. Utilisation selon I'une des revendications 2 ou 3, caracterisee 
en ce que le compose antagoniste du type anticorps est choisi parmi les 
anticorps monoclonaux secretes par les lignees d'hybridome suivantes: 

- I'hybridome MEP21 depose le 19 Novembre 1997 aupres de la 
15 Collection Nationale de Cultures des Micro-organismes de I'lnstitut 

Pasteur (CNCM) sous le n° d'acces 1-1944; 

- I'hybridome MEP14 depose le 19 Novembre 1997 aupres de la 
CNCM sous le n° d'acces n'M 942; 

- I'hybridome MEP19 depose ie 19 Novembre 1997 aupres de la 
20 CNCM sous le n 8 d'acces n°l-1 943; 

- rhybridome MEP08 depose le 19 Novembre 1997 aupres de la 
CNCM sous le N° d'acces n° 1-1941 . 

5. Utilisation selon la revendication 2, caracterisee en ce que le 
compose antagoniste du type anticorps est I'anticorps produit par la 

25 lignee d'hybridome MEC15 deposee le 17 Octobre 2000 aupres de la 
CNCM sous le n° d'acces n°l-2572. 

6. Utilisation selon la revendication 1 , caracterisee en ce que le 
compose antagoniste de la proteine ESM-1 est un polypeptide ayant une 
longueur d'au moins 10 acides amines consecutifs de la sequence SEQ 

30 ID n°1 et comprenant la sequence d'acides amines allant de I'acide 
amine en position 119 jusqu'a I'acide amine en position 139 de la 
sequence SEQ ID n°1 et comprenant au moins une substitution d'un 
acide amine, par rapport a la sequence correspondante de la sequence 
SEQ ID N°1. 
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7. Utilisation selon la revendication 6, caracterisee en ce que le 
compose antagoniste de la proteine ESM-1 comprend une ou plusieurs 
substitutions d'un acide amine contenant un cycle aromatique retrouve 
dans la sequence SEQ ID n°1 par un acide amine ne contenant pas de 

5 cycle aromatique. 

8. Utilisation selon Tune des revendications 6 ou 7, caract6risee 
en ce que le compose antagoniste de la proteine ESM-1 comprend, par 
rapport a la sequence SEQ ID N°1, une substitution des residus 
phenylalanine en positions 134 et 135 de la sequence SEQ ID N°1 par 

io. deux residus d'acides amines, identiques ou differents, ne contenant pas 
de cycle aromatique. 

9. Utilisation selon la revendication 1 , caracterisee en ce que le 
compost antagoniste de la proteine ESM-1 consiste en un 
oligonucleotide antisens. 

15 10. Utilisation selon la revendication 9, caracterisee en ce que 

le compose antagoniste de la proteine ESM-1 du type oligonucleotide 
antisens consiste en un polynucleotide comprenant au moins 20 
nucleotides consecutifs deTADNc de ESM-1 de sequence SEQ ID N°2, 

11. Compose antagoniste de la proteine ESM-1, caracterise en 
20 ce qu'il consiste en I'anticorps monoclonal produit par la lignee 

d'hybridome MEC15 deposee aupres de la CNCM le 17 Octobre 2000 
sous le n° d'acces n°l-2572. 

12. Procede de selection d'un compose antagoniste de ia 
proteine ESM-1 , caracterise en ce qu'il comprend les §tapes suivantes: 

25 a) injecter a un animal des cellules capables de former des 

tumeurs en presence de la proteine ESM-1, lesdites cellules etant 
transferees ou transformees par un acide nucleique capable d'exprimer 
la proteine ESM-1 in vivo; 

b) administrer £ cet animal un compose candidat antagoniste de 
30 la proteine ESM-1; 

c) comparer la formation de tumeurs chez un premier animal tel 
qu'obtenu a la fin de I'etape b) et chez un second animal tel qu'obtenu a 
la fin de I'etape a); et 

d) selectionner le compose candidat capable d'inhiber ou de 
35 bloquer la formation de tumeurs chez le premier animal. 
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13. Procede de selection d'un compose candidat antagoniste de 
la proteine ESM-1, caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes: 

a) fournir un polypeptide consistant en la proteine ESM-1 ou un 
5 fragment peptidique de cette proteine; 

b) mettre en contact ledit polypeptide avec le compose candidat 

a tester; 

c) detecter les complexes form6s entre ledit polypeptide et le 
compose candidat; 

io d) selectionner les composes candidats se fixant . sur le 

polypeptide constitue de la proteine ESM-1 ou d'un fragment de cette 
proteine. 

14. Procede de selection d'un compose antagoniste de la 
proteine ESM-1 p caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes: 

15 a) mettre en contact la proteine ESM-1 ou un fragment 

peptidique de cette demiere en presence de : 

(i) un compose antagoniste de la proteine ESM-1 se fixant 
sur la proteine ESM-1; et 

(ii) un compose candidat a tester; 

20 b) dans une etape separee de I'etape a), mais eventuellement 

simultanee d cette demiere, mettre en contact la proteine ESM-1 ou un 
fragment peptidique de cette demiere avec un compose antagoniste de 
la proteine ESM-1 se fixant sur la proteine ESM-1 ; 

c) detecter la quantite respective du compose antagoniste de la 
25 proteine ESM-1 fix§e a Tissue de chacune des etapes a) et b); et 

d) selectionner le compose candidat qui entre en competition 
avec le compose antagoniste pour la fixation sur la proteine ESM-1. 

15. Proced6 pour selectionner un compose antagoniste de la 
proteine ESM-1 a partir d'un compose candidat, caracterise en ce qu'il 

30 comprend les etapes suivantes: 

a) selectionner, parmi les composes candidats, les composes 
qui se fixent sur la proteine ESM-1 ou sur un fragment peptidique de 
cette proteine; 
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b) administrer un compose selectionne a I'etape a) a un animal 
et determiner la capacite de ce compose a inhiber, chez cet animal, le 
developpement de tumeurs induites par la proteine ESM-1 ; 

c) selectionner les composes inhibiteurs du developpement des 
5 tumeurs determines a I'etape b) comme des composes antagonistes de 

la proteine ESM-1. 

16. Composition pharmaceutique pour le traitement et/ou la 
prevention d'un cancer comprenant un compose antagoniste de la 
proteine ESM-1 . 

10 17. Composition pharmaceutique selon la revendication 16, 

caracterisee en ce que le compose antagoniste de la proteine ESM-1 est 
un anticorps se liant specifiquement a la proteine ESM-1 . 

18. Composition pharmaceutique selon la revendication 17, 
caracterisee en ce que le compost antagoniste de la proteine ESM-1 est 

is I'anticorps produit par la lignee d'hybridome MEP08 depos6e aupres de 
la CNCM le 19 Novembre 1997 sous le n° d'acces 1-1941 6u I'anticorps 
produit par la lignee d'hybridome MEC15 deposee aupres de la CNCM le 
17 Octobre 2000 sous le N° d'acces I-2572. 

19. Composition pharmaceutique selon la revendication 16, 
20 caracterisee en ce que le compose antagoniste de la proteine ESM-1 est 

un polypeptide comprenant au moins 10 acides amines consecutifs de la 
proteine ESM-1 de sequence SEQ ID N°1, comprenant une sequence 
d'acides amines allant de I'acide amine en position 1 1 9 jusqu'& I'acide 
amine en position 139 de la sequence SEQ ID N ? 1 et comprenant au 
25 moins, par rapport a la sequence SEQ ID N°1, une substitution d'un 
acide amine. 

20. Composition pharmaceutique selon la revendication 16, 
. caracterisee en ce que le compose antagoniste de la proteine ESM-1 

consiste en un polynucleotide antisens. 



WO 02/38178 



1/10 



PCT/FR01/03475 



MEP19: 

87kDa — 
MHfe S2icDa == 

39kDa — 
26kDa — 
2lkBa — 

• iSkDa — 



2 3 
* - + 







■_ • 




■y- 


' JA • " j. v "i ', 1 



DTT : 

«7k0a 
64kDa 52kDa 

. 39W)a 
26kOa 
2lk0a 



B 



tftfUT 



DTT: 



87 Hk 
52kDa 

39 kOa 

26 kOa 

2UDa 




15tDa — 



Figure 1 



WO 02/38178 PCT/FR01/03475 

2/10 



Superaatants Lysates 



o 



O H £2 <o o 
S 5 P. 53 S 



3 < 



CO 



?7fcOa ! 

56kDa j 

39kDa 1 






26 Wa 






2ikDia 






I5k£)a 









B 



Proteinase K : 

87kDa - 
WkDa 52kDa ■» 

. 39kDa - 
26kDa - 
2!JtDa — 

ISkDa - 



Figure 2 



WO 02/38178 PCT/FRO 1/03475 

3/10 



Chondroiiinase ABC 
Witt. 




B 



ChondrtHlinase B 




1 

Cbtrndroitiuasc AC : 

S7kDa — 
»kDa »= 

39tDa — 

26kDa 
21kDa 



ISkDa — 




D 



Chonclfokinase C 

26kDa — 
2iiDa — 




UfeDa 



Figure 3 



WO 02/38178 PCTVFR01/03475 

4/10 




Figure 4 



WO 02/38178 



5/10 



PCT/FR01/03475 




Figure 5 



WO 02/38178 



6/10 



PCT7FR01/03475 



20000 




10000 



concentrations 



Figure 6 



WO 02/38178 



7/10 



PCT/FR01/03475 




HEKtemoin HEK-ESM/WT 



Figure 7A 



10 T. 



9- 




Semaines 



Figure 7B 



WO 02/38178 



8/10 



PCT/FR01/03475 



I 



CO 

M 

CO 

O 

i 



130-i 
120- 
110- 
100- 
90- 
80- 
70- 
60- 
50- 
40- 
30- 
20- 
10- 
0 J 




HEK teraoin 



HEK-ESM/WT 



Figure 8A 




0 1 2 3 4 5 6 7-8 9 10 11 12 



Semaines 



Figure 8B 



WO 02/38178 



9/10 



PCT/FR01/03475 




HEKtemoin, n=10 
HEK-ESM/WT, n=14 
HEK-ESM/S137A,n=12 
: HEK-ESM/F115A,F116A,n=10 



HEKtemoin HEK-ESM/ HEK-ESM/ HEK-ESM/ 
WI S137A F115AF116A 



Figure 9A 

. .100-1 

90- 




HEKtemoin HEK-ESM/ HEK-ESM/ HEK-ESM/ 
WT S137A F115AF116A 



Figure 9B 



WO 02/38178 



10/10 



PCT/FR01/03475 




0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 



Semaines 



FIGURE 10 



WO 02/38178 



PCT/FR01/03475 



1 

LISTS DE SEQUENCES 

<110> Institut Pasteur de Lille 

Institut National de la Sante et de la Recherche M 

<120> Utilisation d'un compose antagoniste de la protSine 
ESM-1 pour la fabrication d'uh medicament pour, la 
prevention et/ou le" traitement d'un cancer. '. \ 

<130> IP Lille ESM-1 et cancer 

<140> 
<141> 

<160> 8 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 

<211> 184 

<212> PRT 1 

<213> Homo sapiens 

<400>'l " 

Met Lys Ser Val Leu Leu Leu Thr Thr Leu Leu Val Pro Ala His Leu 
15 10 15 

V.al Ala Ala Trp Ser. Asn Asn Tyr Ala Val Asp Cys Pro. Gin His Cys . 
20 25 30 

Asp Ser Ser Glu Cys Lys Ser Ser Pro Arg Cys Lys Arg Thr Val Leu 
35 40 45 

Asp Asp Cys Gly Cys Cys Arg Val Cys Ala Ala Gly Arg Gly Glu Thr 
50 55 60 

Cys Tyr Arg Thr Val Ser Gly Met Asp Gly Met Lys Cys Gly Pro Gly 
65 70 75 80 

Leu Arg Cys Gin Pro Ser Asn Gly Glu Asp Pro Phe Gly Glu Glu Phe 
85 90 95 

Gly lie Cys Lys Asp Cys Pro Tyr Gly Thr Phe Gly Met Asp Cys Arg 
100 105 110 

Glu Thr Cys Asn Cys Gin Ser Gly lie Cys Asp Arg Gly Thr Gly Lys 
115 ~ 120 ~ 125 

Cys Leu Lys Phe Pro Phe Phe Gin Tyr Ser Val Thr Lys Ser Ser Asn 
130 135 140 

Arg Phe Val Ser Leu Thr Glu His Asp Met Ala Ser Gly Asp Gly Asn 
145 150 155 ' 160 
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He Val Arg Glu Glu Val Val Lys Glu Asn Ala Ala Gly Ser Pro Val 
165 170 175 

Met Arg Lys Trp Leu Asn Pro Arg 
180 



<210> 2 

<211> 2006 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 2 

cttcccacca gcaaagacca cgactggaga 
gagcgtcttg ctgctgacca cgctcctcgt 
taattatgcg gtggactgcc ctcaacactg 
ctgcaagagg acagtgctcg acgactgtgg 
agaaacttgc taccgcacag tctcaggcat 
gtgtcagcct tctaatgggg aggatccttt 
tccctacggc accttcggga tggattgcag 
tgacaggggg acgggaaaat gcctgaaatt 
ttccaacaga tttgtttctc tcacggagca 
gagagaagaa gttgtgaaag agaatgctgc 
tccacgctga tcccggctgt gatttctgag 
cacagccaac attttaggaa ctttctagat 
ccaaattgtg atgcatggtg gatccagaaa 
aitccatatga ctgaacactt gtatgtgttt 
aaatgtgtgt gtatagtaac actgaagaac 
agacaggtca accaaagagg gagctaggca 
tctttgactt tgatgtacat taatgttggg 
gatggggagg gggtgggagt gggaaataaa 
tctagaattt aattgtgctt tttttttttt 
accagaaaac ccctgaagga agtaagatgt 
agctttgaac tgagagcaat ttcaaaaggc 
tgaaggacgg ttctggggca taggaaacac 
ccacctcaga gataaatcta agaagtattt 
gtaaatattt atatattttt ataaataaat 
atttatcatc ctcttgagga aagaaatcta 
aacctatgac tctataaggt tttcaaacat 
tataggagtc actctggatt tcaaaaaatg 
taaacataag tgctgtgact tcggtgaatt 
ggaggtttgt aaaagaagaa tcaattttca 
tggaattagg agtatatttg aaagaatctt 
cttaggaaat atctcagaag tattttattt 
agtatttacc tgtattttat tcttgaagtt 
gcctttgaat gtaaagctgc ataagctgtt 
ttgttcaata aaaaagaaca agatac 



gccgagccgg aggcagctgg gaaacatgaa 60 
gcctgcacac ctggtggccg cctggagcaa 120 
tgacagcagt gagtgcaaaa gcagcccgcg 180 
ctgctgccga gtgtgcgctg cagggcgggg 240 
ggatggcatg aagtgtggcc cggggctgag 300 
tggtgaagag tttggtatct gcaaagactg 360 
agagacctgc aactgccagt - caggcatctg 420 
ccccttcttc caatattcag * taaccaagtc 480 
tgacatggca tctggagatg gcaatattgt 540 
cgggtctccc gtaatgagga aatggttaaa 600 
agaaggctct attttcgtga ttgttcaaca 660 
atagcataag tacatgtaat ttttgaagat 720 
acaaaaagta ggatacttac aatccataac 780 
gttaaatatt cgaatgcatg tagatttgtt 84 0 
taaaaatgca atttaggtaa tcttacatgg 900 
aagctgaaga ccgcagtgag tcaaattagt 960 
atatggaatg aagacttaag agcaggagaa 1020 
atatttagcc cttccttggt aggtagcttc 1080 
tttggctttg ggaaaagtca aaataaaaca 1140 
ttgaagctta tggaaatttg agtaacaaac 1200 
tgctgatgta gttcccgggt tacctgtatc 1260 
atacacttcc ataaatagct ttaacgtatg 1320 
tacccactgg tggtttgtgt gtgtatgaag 1380 
gtgttagtgc aagtcatctt ccctacccat 1440 
gtattatttg ttgaaaatgg ttagaataaa 1500 
ctgaggcatg ataaatttat tatccataat 1560 
tcaaaaaatg agcaacagag ggaccttatt 1620 
ttcaatttaa ggtatgaaaa taagttttta 1680 
gcagaaaaca tgtcaacttt aaaatatagg 1740 
agcacaaaca ggactgttgt actagatgtt 1800 
gaagtgaaga acttatttaa gaattatttc 1860 
ggccaacaga gttgtgaatg tgtgtggaag 1920 
aggttttgtt ttaaaaggac atgtttatta 1980 

2006 



<210> 3 
<211> 30 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
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<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle: amorce 
<400> 3 

gcctgaaatt ccccgccttc caatattcag 

<210> 4 
<211> 30 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle : amorce 
<400> 4 

ctgaatattg gaaggcgggg aatttcaggc 

<210> 5 ... 
<211> 34 
<212> ADN 

<213> Sequence artif icielle 
<220> 

<223> Description" de la sequence artif icielle: amorce 
<400> 5 

cctgaaattc cccttcgccc aatattcagt aacc 

<210> 6 
<211> 34 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artif icielle r amorce 
<400> 6 

ggttactgaa tattgggcga aggggaattt cagg 

<210> 7 
<211> 34 
<212> ADN 

<213> S§quence artificielle 
<400> 7 

cctgaaattc cccgccgccc aatattcagt aacc 



<210> 8 
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<211> 34 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle : amorce 
<400> 8 

ggttactgaa tattgggcgg cggggaattt cagg - 34- 
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